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Abstract

Dengue is one of the most significant infectious diseases caused by an arbovirus worldwide. The etiologic agent
is the dengue virus and it is transmitted through the bite of the Aedes aegypti, or yellow fever mosquito. Infec-
tions can be asymptomatic or vary from mild symptomatology to potentially deadly cases known as severe den-
gue. The lack of any effective treatment and the development of a universal vaccine mean this disease has a huge
sanitary, social and economic impact. Wolbachia is a bacteria that establishes an endosymbiotic relationship
with arthropods and nematodes, causing reproductive alterations within them. Therefore, when Wolbachia in-
fects Aedes aegypti, it has the capacity to increase the death rate of adult mosquitoes and reduce the replication
of the dengue virus. The World Mosquito Program has now shown this biological method of controlling mosqui-
to-transmitted diseases to be feasible, applicable over large territorial areas, and that it could reduce the threat
of other diseases transmitted by mosquitoes.
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Resumen

El dengue es una de las enfermedades infecciosas mas importantes causada por un arbovirus a nivel mundial. El
agente etiolégico es el virus del dengue y se transmite mediante la picadura del vector Aedes aegypti. La infecciéon
puede ser asintomatica o variar desde una sintomatologia leve a un caso grave mortal conocido como dengue grave.
La ausencia de un tratamiento efectivo y el desarrollo de una vacuna universal provocan que esta enfermedad supon-
ga un gran impacto sanitario, social y econémico. Wolbachia es una bacteria que establece una relaciéon de endosim-
biosis con artrépodos y nematodos, en los que produce alteraciones reproductivas. Por eso, cuando Wolbachia infec-
ta a Aedes aegypti tiene la capacidad de aumentar la mortalidad en los mosquitos adultos y disminuir la replicacién
del virus del dengue. Actualmente, el World Mosquito Program ha demostrado que el método de control bioldgico
con Wolbachia es factible, aplicable en grandes areas y, ademas, puede reducir la amenaza de sufrir otras enferme-
dades transmitidas por mosquitos.
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Resum

El dengue és una de les malalties infeccioses més importants a escala mundial i esta causada per un arbovirus.
L'agent etiologic és el virus del dengue i es transmet mitjancant la picada del vector Aedes aegypti. La infeccid pot
ser asimptomatica o bé pot variar des d’'una simptomatologia lleu fins a un cas potencialment mortal conegut com
a dengue greu. L'absencia d’'un tractament efectiu i el desenvolupament d’'una vacuna universal provoquen que
aquesta malaltia representi un gran impacte sanitari, social i economic. Wolbachia és un bacteri que estableix una
relacié d’endosimbiosi amb artropodes i nematodes, en els quals actua produint alteracions reproductives. Per
aixo, quan Wolbachia infecta Aedes aegypti, té la capacitat draugmentar la mortalitat en els mosquits adults i
disminuir la replicaci6 del virus del dengue. Actualment, el World Mosquito Program ha demostrat que el métode
de control biologic amb Wolbachia és factible, és aplicable a grans arees i, a més, pot reduir I'amenaca de patir
altres malalties transmeses per mosquits.

Paraules clau: dengue, Wolbachia, Aedes aegypti.
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1. Introduccio

El dengue és una malaltia infecciosa virica transmesa per la picada d'un mosquit femella infectat. El vec-
tor pertany al genere Aedes i en la majoria dels casos els responsables de transmetre el virus del dengue
sén I'especie Aedes aegypti i, en menor proporcid, I'Aedes albopictus. Aquest génere de mosquits també
ésl'encarregat de transmetre altres virus infecciosos, com ara el virus del Zika, el del chikungunyaiel de
la febre groga (OMS, 2018a).

La majoria de les infeccions causades pel virus del dengue son asimptomatiques i, en el cas que
es manifesti, la simptomatologia pot variar des d’una febre lleu fins a la mort. Depenent de com evolu-
cioni la infeccio, el sistema immunitari de '’hoste i quines siguin les manifestacions cliniques, parlarem
del dengue o del dengue greu (Tortora, 1993,). En el cas del dengue, els simptomes son similars als
d’una sindrome pseudogripal. Si la malaltia es complica, derivara en una situaci6é de dengue greu po-
tencialment mortal. Actualment no existeix un tractament antiviral especific per al dengue (OMS,
2018a).

El dengue és una malaltia que afecta principalment regions tropicals o subtropicals del nostre
planeta. Es endémic en més de cent paisos d’Africa, América, el Mediterrani oriental, I’Asia sud-orien-
tal i el Pacific occidental. Sobretot el trobem en zones urbanes o periurbanes pobres i zones rurals
(OMS, 2018a). Segons estudis recents, s’ha pogut predir que en les ultimes decades la incidéncia
d’aquesta malaltia s’ha incrementat mundialment i pot arribar a causar més de 390 milions d’infecci-
ons cada any, de les quals 96 milions es manifestaran clinicament (Bhatt, 2013). Sense anar més lluny,
durant el 2018 es va diagnosticar per primer cop un cas autocton de dengue a Catalunya, el sisé cas
en tot 'Estat espanyol. Es va tractar d'un home jove que resideix al Barcelonés nord i que no va viatjar
a cap zona endemica ni a cap altre territori espanyol (Generalitat de Catalunya, 2018).

2. Metodologia

La metodologia emprada s’ha basat a realitzar una cerca bibliografica a partir de diferents fonts d’in-
formacié. Primer es van consultar diferents llibres disponibles a la biblioteca de la Facultat de Farma-
ciai Ciencies de I'Alimentacié. En segon lloc, es van visitar les pagines web oficials de les diferents or-
ganitzacions sanitaries més importants a escala mundial, juntament amb la plataforma web del
World Mosquito Program. També es va visitar la plataforma Pubmed, que ens permet accedir als di-
ferents articles de Medline, i la base de dades Scopus. Finalment, com que va ser durant I'any 2018
quan es va notificar el primer cas de dengue autdcton a Catalunya, s’han consultat les pagines web de
la Generalitat de Catalunya i altres pagines de fonts divulgatives.

3. Desenvolupament del treball
3.1. El dengue
3.1.1. L'agent etiologic

El dengue és una malaltia causada per un virus que pertany al genere Flavivirus (familia Flaviviridae).
Aquest genere esta compost per virus ARN que transmeten principalment mosquits i paparres. Per
aquest motiu, els flavivirus també es classifiquen com a arbovirus, ja que es transmeten a través de
vectors artropodes (Murray, 1990; Messina., 2014).

El viri6 del dengue té un genoma ARN monocatenari de polaritat positiva d'una longitud d’'11
Kb, una capsida icosaédrica i una envolta (Murray, 1990). Tot el genoma del virus del dengue es tra-
dueix en una unica poliproteina a partir de la qual s’obtindran tres proteines estructurals i set prote-
ines no estructurals (OMS i TDR, 2009; Guzman, 2010).
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En el cicle de replicacio, el virus del dengue s’uneix a la cellula de I'hoste i hi penetra mitjan-
¢ant una endocitosi mediada per receptors. Tot seguit té lloc la internalitzacid i 'acidificacié de I'en-
dosoma, que provoca la fusié de les membranes viriques i vesiculars amb l'objectiu d’alliberar la nu-
cleocapsidai el genoma del virus al citoplasma cel-lular. A partir d’aqui, en el reticle endoplasmatic de
la céllula s’inicia la traducci6 del genoma del virus del dengue i I'acoblament de les diferents protei-
nes estructurals i ARN virals. En aquest cas, el virus del dengue adquireix 'envolta per gemmacio6 en
el reticle endoplasmatic i, un cop en l'aparell de Golgi, les particules del virus del dengue maduren i
obtenen la capacitat infectiva. Finalment, el virus és alliberat per exocitosi o per mecanismes de lisi
celllular (Murray, Rosenthal i Pfaller, 1990; Mukhopadhyay, Kuhn i Rossmann, 2005, Clyde; Kyle i Har-
ris, 2006).

Existeixen quatre serotips diferents del virus del dengue (DENV1, DENV2, DENV3 i DENV4),
que es troben estretament relacionats entre ells (OMS i TDR, 2009). A causa d’aquesta variabilitat,
patir la infeccié d'un serotip determinat no confereix immunitat enfront dels altres tres serotips. Per
aixo, el tipus de serotip és un factor de risc que cal tenir en compte, ja que depenent de la classe de
virus que causi la infeccié o de si hi ha infeccions secundaries, I'evolucié de la malaltia sera diferent
(OMS i TDR, 2009; Messina, 2014).

3.1.2. Transmissio del virus del dengue

Actualment hi ha dos vectors que transmeten la malaltia del dengue. El vector principal és el mosquit
Aedes aegypti i el vector secundari és el mosquit Aedes albopictus (OMS, 2018a).

Aedes aegypti és una espécie antropofila, tropical i subtropical, present a tot el moén i adaptada
al’entorn urba, proxima als habitatges humans. Els mosquits es troben en les seves formes immadu-
res en l'aigua, sobretot en recipients artificials externs (OMS, 2017). Morfologicament, Aedes aegypti
és de color negre, consta d’'uns anells blancs a les cames i es pot apreciar un patré en forma de lira
platejada a la part superior dorsal del torax (Comparison dengue vectors, 2012).

Aedes albopictus, conegut comunament com el mosquit tigre, és el vector secundari que trans-
met el virus del dengue. Aquesta espécie i els seus ous tenen la capacitat de sobreviure en temperatu-
res inferiors a les que tolera Aedes aegypti, per aixo el trobem estés en zones de 'hemisferi nord (Kyle
i Harris, 2008). En aquest cas, Aedes albopictus també és de color negre i té a les cames uns anells
blancs. Morfologicament és molt similar a Aedes aegypti, pero es diferencia d’aquesta especie en el fet
que només té una linia platejada en el centre del dors del torax (Comparison dengue vectors, 2012).

En el cicle de transmissié del dengue, I'ésser huma és el principal hoste amplificador del virus.
Un cop el virus circula per la sang dels humans, pot ser ingerit pels mosquits femella en el procés de
'alimentacié durant el periode de viremia. A partir d’aqui, el virus del dengue infecta el tracte intes-
tinal del mosquit i, posteriorment, es produeix la propagaci6 sistemica fins a les glandules salivals.
Una vegada passat el periode d’incubaci6 extrinsec, el mosquit tindra la capacitat infecciosa de trans-
metre el virus del dengue durant la resta de la seva vida. Per mitja de la picada s’inicia la infecci6 i, un
cop ala pell, el virus del dengue infecta les cél-lules dendritiques immadures del sistema immunitari,
que posteriorment maduraran i migraran als ganglis limfatics, on s’originara la resposta immunitaria
de I'hoste. També hi ha evidéncia d’'una abundant replicacié del virus del dengue en les céllules pa-
renquimatiques hepatiques, en els monocits de la sang periferica i en els macrofags de ganglis limfa-
tics, fetge i melsa (Murray, 1990; OMS i TDR, 2009; Guzman, 2010).

3.1.3. Manifestacions cliniques i complicacions
La malaltia del dengue pot afectar nadons, nens i també adults. Diversos factors de risc poden deter-

minar el curs de la malaltia i fer que les manifestacions cliniques siguin lleus, greus i molt greus. Un
cop la persona ha estat infectada amb el virus del dengue i ha passat el periode d’incubacid, la malal-
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tia comenca abruptament i es poden distingir tres fases: una fase febril inicial, una fase critica i, final-
ment, una fase de recuperacié (figura 1).
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Figura 1. Dengue, curs de la malaltia. Font: Dengue: guias para la atencién de
enfermos en la regién de las Américas (OPS i OMS, 2015).

La fase febril inicial es caracteritza per la presencia de febre elevada (= 38,5 °C) acompanyada
d’altres simptomes com ara: cefalea, nausees, vomits, mialgia, artralgia, inflamaci6 dels ganglis limfa-
tics, fetge palpable, etc. A més, poden apareixer alguns trastorns sanguinis menors, com ara petéquies,
sagnat de les mucoses i aparici6 d’hematomes. Les analitiques demostren una disminuci6 progressiva
del recompte total de globuls blancs, una elevacié de I'aminotransferasa hepatica i, en alguns casos,
trombocitopénia lleu.

Durant la fase critica, normalment la febre disminueix fins als 37,5-38 °C. En alguns casos,
quan baixa la febre, el pacient amb dengue pot millorar i recuperar-se, pero si no s’aprecia una millo-
ra s’ha de sospitar que ens trobem en una fase de major gravetat. En aquesta fase més greu apareix la
sindrome de permeabilitat capil-lar, caracteritzada per la fuita del plasma, leucopénia i trombocitope-
nia severa. A més, aquesta sindrome es troba evidenciada per un increment en el valor de I'hemato-
crit, vessaments pleurals i ascites. Les manifestacions hemorragiques sén molt comunes en aquest
periode de la malaltia. Finalment, quan hi ha una pérdua critica del volum plasmatic a causa de I'ex-
travasaci6 del plasma, es diagnostica la sindrome de xoc per dengue, la qual produeix un deteriora-
ment organic progressiu, dificultat respiratoria, acidosi metabolica i hemorragies greus.

Passada la fase critica, ens trobem en la fase de recuperacid, on la permeabilitat vascular retor-
na espontaniament al seu nivell normal. Es produeix la reabsorci6 gradual dels liquids del comparti-
ment extravascular, procés que sol anar acompanyat d'una millora rapida dels simptomes que presen-
ta el pacient. Normalment 'hematocrit s’estabilitza, el nombre de globuls blancs comenga a pujar i
posteriorment el nombre de plaquetes circulants s’incrementa rapidament (OMS i TDR, 2009; Sim-
mons. 2012; OPSi OMS, 2015).

3.1.4. Classificacio dels casos de dengue
Segons la classificaci6 de I’'OMS, el conjunt de signes i simptomes descrits durant la fase febril coinci-

deixen amb la descripcié clinica del dengue sense senyals d’alarma. Aquest quadre clinic és autolimi-
tati tipic dels adults que viuen o han viatjat a zones on el dengue és endemic. Seguint amb la classifi-
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caci6 de 'OMS, hem de tenir en compte que si el pacient presenta senyals d’alarma, el quadre clinic
sera descrit com a dengue amb senyals d’alarma. Finalment, en el cas que el pacient es trobi en perill
de mort imminent i presenti signes o simptomes d'una complicaci6é que pugui ser mortal (xoc o difi-
cultat respiratoria, sagnat important i compromis greu dels organs), parlarem de dengue greu (OMS
i TDR, 2009; OPS i OMS, 2015).

3.1.5. Proves diagnostiques

El diagnostic del dengue s’estableix mitjangant la detecci6 directa dels components virals en les mos-
tres o bé de manera indirecta per métodes serologics. Depenent de la fase de la malaltia en queé ens
trobem, les tecniques de detecci6 variaran. Durant els primers dies, el virus es pot detectar en el sé-
rum, el plasma, les celllules sanguinies i els teixits, mitjancant I'aillament directe del virus, la deteccié
de I'acid nucleic i la detecci6 dels antigens. Ara bé, al final de la fase aguda la serologia és el métode
d’eleccié per realitzar el diagnostic (Simmons, 2012).

El diagnostic serologic es basa en la deteccié dels nivells elevats d’anticossos. Si el pacient pa-
teix una infeccié primaria per dengue, la immunoglobulina M (IgM) és la primera immunoglobulina
que apareix. Es caracteritza per tenir una resposta lenta i a baixa concentracio, pero a partir dels 3-5
dies d’infeccié anira augmentant progressivament. Un cop passada aquesta fase, disminueix fins a
nivells indetectables durant els propers mesos. La IgG especifica del dengue apareix en concentraci-
ons baixes un cop ha passat la primera setmana de la malaltia i augmenta lentament en els proxims
dies. Per contra, en una infecci6é secundaria, els nivells de IgG es poden detectar facilment durant la
fase aguda de la malaltia, ja que augmenten bruscament durant les primeres setmanes i predominen
per sobre de les IgM. Durant la infeccié secundaria, els nivells de IgM so6n significativament més bai-
xo0s (Guzman, 2010).

Per detectar els anticossos s’utilitza la tecnica MAC-ELISA, que s’ha convertit en una de les ei-
nes més importants en el diagnostic rutinari del dengue. Recentment, s’han identificat alguns tests de
IgM disponibles comercialment amb unes caracteristiques acceptables per realitzar el diagndstic del
dengue (Guzman i Kouri, 2004; OMS i TDR, 2009; Simmons., 2012).

3.1.6. Tractament

Actualment no hi ha un tractament antiviral efectiu per a la infeccié del dengue, perd si que es poden
tractar els simptomes, fent especial emfasi a mantenir el volum de liquid corporal. Si el pacient no pa-
teix cap complicacio6 i té la capacitat de tolerar fluids orals i orinar correctament, pot romandre a casa.
Com a tractament es recomana la ingesta d’una solucié de rehidrataci6 oral i administrar paraceta-
mol per a la febre elevada. En el cas que aparegui algun senyal d’advertencia, es procedira a '’hospita-
litzaci6 del pacient i se li administraran liquids per via parenteral. Si s’avanca fins a la sindrome de
xoc per dengue, és imprescindible restablir el volum del plasma i administrar de manera continua
una terapia amb fluids per donar suport a la circulaci6 i mantenir la perfusié de sang als organs vitals.
Per als pacients amb dengue greu poden ser necessaris alguns tractaments coadjuvants, entre els
quals trobem terapies de substitucié renal i tractaments addicionals a causa de la deficiencia d’alguns
organs (OMS i TDR, 2009; Simmons, 2012; OMS, 2018a).

3.1.7. Vacunes
La vacuna principal per al dengue ha estat desenvolupada durant més de vint anys per Sanofi Pasteur
i es coneix amb el nom de CYD-TVD o Dengvaxia®. Aquesta vacuna conté virus vius atenuats en una

formulacié quimeérica tetravalent. Com que hi ha quatre classes de virus del dengue, les vacunes han
de ser tetravalents per poder protegir contra tots els serotips. La vacuna CYD-TVD va demostrar que
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s’obtenen respostes neutralitzades i equilibrades enfront dels anticossos dels quatre serotips. Per
aixo esta autoritzada en vint paisos on es van portar a terme assajos clinics dissenyats per determi-
nar 'eficacia de la vacuna administrant tres dosis amb una separaci6 de sis mesos entre elles (OMS i
TDR, 2009; Simmons,, 2012).

El1 2016 'OMS va recomanar la introduccid de la vacuna en arees geografiques on el dengue és
endemic i hi existeixi una seroprevalenga superior o igual al 70%. Ara bé, el 2017 Sanofi Pasteur va
avaluar les dades obtingudes d’una analisi de seguretat i eficacia a llarg termini de Dengvaxia® en
persones seropositives i seronegatives, i els resultats van demostrar que el benefici de la vacunacio a
la poblacié continua sent favorable, pero la vacuna funciona de manera diferent depenent de si els
individus han estat infectats amb el dengue o no previament a la vacunacié. El1 2018, un cop evidenci-
at el problema de seguretat de la vacuna del dengue a llarg termini en individus seronegatius, el Grup
d’Experts en Assessorament Estrategic (SAGE), juntament amb I'OMS, van considerar una nova estra-
tégia que es basa a portar a terme cribratges previs a la vacunacié mitjangant proves serologiques de
detecci6 d’anticossos per assegurar que només es vacunaran les persones seropositives per dengue
que es trobin en I'interval d’edat d’entre 9 i 45 anys (OMS, 2018b).

3.2. «Wolbachia»
3.2.1. El bacteri endosimbiont d’artropodes i nematodes

Wolbachia (classe Alphaproteobacteria, ordre Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, genere Wolbac-
hia) és un bacteri pleomorfic que pot aparéixer en forma de bacil petit (0,5-1,3 um de llargaria) i tam-
bé en forma coccoide (0,25-1 pm) (figura 2). Es un bacteri intracel-lular gramnegatiu que creix i es
multiplica per divisié binaria en els vactiols de les cel-lules de I'amfitrié (Garrity., 2001).

A) B) &
Figura 2. Wolbachia pipientis en nematodes filaries . (A) Wolbachia (W) dins un embri6 de D. im-
mitis. (B) Detalls dels endosimbionts de Wolbachia dins un oocit de Brugia pahangi. Font:

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Vol 2, part C (Garrity, 2001) (imatge modificada).

Wolbachia es troba associat a la majoria d’espécies d’artropodes i nematodes, amb els quals
estableix una relacié d’endosimbiosi. Una caracteristica que cal destacar-ne és la capacitat de produ-
ir alteracions reproductives en els seus hostes. Per aixo en els artropodes es troba en el citoplasma de
les celllules dels organs reproductors i en els nematodes la trobem en I'aparell reproductiu de la fe-
mella (Garrity, 2001).

Wolbachia pipientis és 'espécie tipus del genere Wolbachia. Va ser identificada el 1924 en les
celllules del teixit ovaric del mosquit Culex pipiens i formalment descrita el 1936 per Hertig. Actual-
ment també trobem incloses dins del génere Wolbachia dues especies més: Wolbachia persica i Wol-
bachia melophagi. No obstant aixo, estudis recents han comprovat que Wolbachia persica esta mal
classificada taxonomicament i hauria de ser reclassificada com a Francisella persica. Pel que fa a la
classificacié taxonomica de Wolbachia melophagi, encara esta per determinar, ja que la seqiiencia del
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gen 16s rADN mostra certa homologia amb el gen 16S rARN de les espeécies del genere Bartonella
(Garrity 2001). En les ultimes déec,ades, I'analisi filogeneética del gen 16S rARN i I'is de la reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR) han permeés identificar un gran nombre de bacteris intimament rela-
cionats amb Wolbachia pipientis. Tots aquests bacteris es troben en un clade monofilétic compost per
sis clusters principals definits com a supergrups A-F. A causa d’una certa incertesa sobre si aquests
bacteris poden representar espécies diferents, la majoria d’investigadors es refereixen a elles simple-
ment com a soques de Wolbachia (Garrity, 2001; Lo, 2007).

Wolbachia pipientis no és visible amb la tincié de Gram encara que tingui una estructura de paret
cellular gramnegativa. Normalment, per a la tinci6é d’aquests microorganismes s’usa la tinci6 Giemsa o
bé la Diff-Quick. Per aillar el bacteri s’utilitzen linies cel-lulars entre les quals trobem la Aa23ila C6/36
del mosquit Aedes albopictus (Garrity, 2001).

Les soques de Wolbachia més importants descrites en estudis de recerca son les varietats wAIbA,
wAIbB, wMel i wMelPop. Per una banda, les soques wAIbA i wAIbB no causen cap dany a I'hoste i perta-
nyen als supergrups A i B, respectivament. Juntament amb la soca no virulenta wMel aillada de Drosophi-
la melanogaster, tenen una taxa de creixement més baixa en la majoria dels insectes. La soca wMelPop
s’ha aillat també de Drosophila melanogaster, perd ha demostrat ser una soca agressiva per a I'’hoste. La
podem definir com una varietat virulenta que té una taxa de creixement molt elevada i que pot arribar a
provocar la degeneracio dels teixits de I'hoste i la mort consegiient (Joubert, 2016; Dorigatti, 2018).

3.2.2. Transmissié de Wolbachia i alteracions en el cicle reproductiu

Els endosimbionts de Wolbachia so6n els més predominants en els artropodes i nematodes i infecten
un gran nombre d’especies arreu del mén. Wolbachia es transmet mitjangant els ous verticalment a
la descendencia principalment per les femelles, fet que implica que els mascles no es troben involu-
crats en la seva transmissid. Per avaluar el parametre de freqiiencia d’'infecci6 d’aquest bacteri i la
seva distribuci6 global, s’han portat a terme diverses metaanalisis i revisions i s’ha estimat que es tro-
ba present en el 40-60% de la poblaci6 d’insectes, incloent-hi algunes espécies de mosquits. A més,
en els artropodes s’ha demostrat que '’hoste pot estar infectat amb més d’'un tipus de Wolbachia per-
tanyent a grups geneticament diferents. Depenent de la soca de Wolbachia i de 'especie d’insecte in-
fectat, Wolbachia actua alterant el fenotip reproductiu per donar a I'insecte un avantatge reproductiu
enfront dels insectes no infectats. L'expressio6 del fenotip pot donar com a resultat la feminitzacio, la
partenogenesi, la matanca dels mascles o bé, en la forma més comuna, la incompatibilitat citoplasma-
tica (figura 3) (Garrity., 2001; Hilgenboecker, 2008,; Werren, 2008,; Zug, 2012; Dorigatti, 2018).
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Figura 3. Fenotips induits per Wolbachia. Font: Wolbachia: master manipulators of invertebrate bio-
logy (Werren, Baldo i Clark, 2008, pp. 741-751) (imatge modificada).
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La incompatibilitat citoplasmatica es basa en dos mecanismes principals: la modificaci6 de
I'esperma induida per Wolbachia durant 'espermatogenesi i la capacitat de Wolbachia per revertir
aquesta modificacié en embrions fertilitzats infectats per la mateixa soca (Werren, 1997). Sil'esper-
ma es troba modificada per una soca de Wolbachia que no es troba present en els ous de la femella,
el desenvolupament embrionari és interromput i 'embriéd mor. Aquest fet es produeix perque els
espermatozoides dels mascles infectats amb Wolbachia es troben modificats i s'impedeix la conden-
sacio o descondensacid de la cromatina. Per tant, el cicle de les divisions cel-lulars no pot continuar
correctament i es provoca un mal desenvolupament de I'embri6. Ara bé, quan es fusionen els ous
d’una femella infectada amb Wolbachia i esperma infectada amb la mateixa soca o no, aquesta tindra
la capacitat de revertir la modificacié present en 'embrié i aix{ afavorir el desenvolupament embri-
onari correcte. D’aquesta manera, en reproduir-se un mascle i una femella infectats amb la mateixa
soca de Wolbachia, 1a descendéncia es desenvolupara correctament i sera portadora del bacteri
(Werren, 2008; Timmer, 2011).

Els mascles infectats amb Wolbachia no la transmeten a la descendéncia, pero podem dir que
esterilitzen les femelles que no es troben infectades pel bacteri o que es troben colonitzades per una
altra varietat de Wolbachia. Per tant, les femelles infectades amb la mateixa varietat de Wolbachia que
el mascle tenen un avantatge reproductiu que fa viable la descendéncia i poden propagar-se en major
nombre entre la poblacié d’hostes (Garrity, 2001).

3.2.3. Interaccié de Wolbachia amb Aedes aegypti i el virus del dengue

Entre les especies de mosquits que naturalment es troben infectades amb Wolbachia trobem Culex pi-
piens i Aedes albopictus, perd no hi trobem Aedes aegypti, vector principal que transmet el virus del
dengue.

Per primer cop, 'any 2005 es va introduir artificialment per microinjeccié Wolbachia (varie-
tats wAlbA i wAlbB) aillat del citoplasma dels ovuls de les femelles d’Aedes albopictus en Aedes aegyp-
ti. Després, el 2009 es va portar a terme la infeccié dels ous d’Aedes aegypti amb la soca wMelPop
extreta de la mosca de la fruita (Drosophila melanogaster), ja que es va observar que en les mosques
de la fruita infectades amb la soca wMelPop augmentava la mortalitat en la poblacié adulta, fet que va
portar a desenvolupar noves hipotesis per reproduir els mateixos resultats en els adults d’Aedes
aegypti. D’aquesta manera es podrien utilitzar les propietats de Wolbachia com a mesura principal
per controlar el dengue, atés que permetria reduir la densitat de la poblacié de mosquits com a con-
sequiéncia de la disminucié del temps de vida dels insectes adults infectats per dengue (Dorigat-
ti,2018).

La soca wMelPop no només va demostrar incrementar la mortalitat en la poblaci6é adulta i
disminuir la fecunditat de les femelles, siné que també es va comprovar que afectava el comporta-
ment dels mosquits, atés que modificava factors com el nivell d’activitat i feia disminuir la conducta
agressiva de la picada (Yeap, 2011). També es va provar de treballar amb una segona varietat de
Wolbachia menys agressiva, coneguda com a Wolbachia wMel i extreta de Drosophila melanogaster.
Les dues soques de Wolbachia van demostrar que permetien reduir drasticament la poblacié de mos-
quits, reduir la replicacié del virus i eliminar el virus del dengue present en les glandules salivals.

Els experiments realitzats en gabies van demostrar que era viable passar del laboratori als
desplegaments de camp. Tant els mosquits infectats amb wMel com els infectats amb wMelPop podri-
en envair poblacions de tipus salvatge i aconseguir altes freqiiencies d’infeccié. E1 2011 es van allibe-
rar a la zona nord-est d’Australia tres-cents mil mosquits infectats amb Wolbachia i els estudis de
seguiment van indicar que la infecci6 era estable i persistent (Dorigatti, 2018).

En diversos estudis amb Drosophila es va observar que Wolbachia tenia la capacitat de conferir
una resisténcia addicional enfront dels virus ARN. Possiblement a causa de I'activaci6 innata del siste-
ma immunitari de I'insecte que reacciona enfront de Wolbachia i, conseqiientment, també contra el
virus, a causa de I'increment en la produccié de les espeécies reactives d’oxigen o bé a causa de la com-
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petencia entre Wolbachia i el virus pels recursos que els ofereix la céllula (Bian, 2010; Ferguson,
2015). En aquests ultims anys també s’ha descobert que Wolbachia pot contribuir a la inhibicié del
virus del dengue utilitzant un microARN? de 'hoste. S’ha observat que el microARN Aae-miR-2940
només es troba present en els mosquits infectats amb Wolbachia i que s’encarrega de suprimir I'ex-
pressio del gen ADN metiltransferasa AaDnmt2. Aquest gen inclou el control de diverses funcions bio-
logiques, com ara la defensa de I'hoste, I'estabilitat del genoma, la regulacié dels gens, la promocié del
desenvolupament dels organs i la regulacié del temps de vida. El virus del dengue també intervé en
I'expressid del gen AaDnmt2 i, inversament, a Wolbachia indueix una sobreexpressié. D’aquesta mane-
ra es va descobrir que una sobreexpressié del gen AaDnmt2 promovia la replicacié del virus del den-
gue i la inhibicié de Wolbachia, mentre que una supressié en 'expressié d’aquest gen pel microARN
Aae-miR-2940 implicava la inhibici6 en el virus del dengue i la replicacié de Wolbachia. Per aixo es va
suggerir un vincle causal entre la manipulaci6é de Wolbachia i el bloqueig de la replicaci6 del virus del
dengue (Zhang, 2013).

3.3. Estrategies de prevencio i control del dengue

Actualment, a causa de 'augment de la incidéncia i de la distribuci6 geografica, els virus transmesos
per mosquits s6n una preocupacid global. Tot i que es coneixen des de fa decades, avui en dia encara
no tenim un tractament i un control adequats per al virus del dengue, el del Zika i el del chikungunya.
Com a ultim recurs per frenar la propagacié d’aquests virus s’esta estudiant com a primera eina el
control dels vectors. Entre les diferents estratégies vectorials que trobem avui dia per aturar la trans-
missié d’aquestes malalties, cal destacar el control biologic amb Wolbachia (Schultz, 2018).

3.3.1. Control biologic amb Wolbachia: World Mosquito Program

El World Mosquito Program (WMP) es pot definir com una institucié cientifica sense anim de lucre
operativa en diversos paisos que s’encarrega de limitar la transmissié de malalties vectorials allibe-
rant al medi mosquits infectats amb Wolbachia. La incompatibilitat citoplasmatica és el mecanisme
que ens assegura que aquest bacteri s’establira i es mantindra en les poblacions de mosquits salvat-
ges durant generacions un cop alliberat al medi. A més, també té la capacitat d’interferir en el cicle de
replicaci6 dels virus presents en Aedes aegypti, entre els quals trobem el virus del dengue, el del Zika
i el del chikungunya.

Per implementar el WMP és necessari alliberar mosquits infectats amb Wolbachia, tant mascles
com femelles, fins que la freqiiencia d’infeccié del bacteri en Aedes aegypti arribi a un punt d’equilibri.
Un cop s’ha superat aquest punt d’equilibri, s’espera que Wolbachia s’estableixi localment en una zona
suficientment gran que li permetra distribuir-se a arees majors. Des dels alliberaments de mosquits
infectats amb Wolbachia produits el 2011 al nord-est d’Australia fins quatre anys després, s’ha demos-
trat que aquest bacteri es manté entre les poblacions de mosquits amb freqiiéncies del 80-90 %, fet
que cal destacar perqueé implica que I'aplicaci6 del WMP pot ser autosostenible i rendible.

Actualment, diverses proves pilot es porten a terme en diversos paisos entre els quals trobem
Australia, Indoneésia, Vietnam, I'india, Sri Lanka, el Brasil, Coldombia i Méxic, entre d’altres, on la soca
wMel ha demostrat que pot establir-se amb éxit entre les poblacions de mosquits salvatges (O’Neill,
2018).

2 Els microARN o miARN sén una classe conservada evolutivament de simples ARN amb vint-i-dos nucleotids no
codificants que regulen I'expressié del genoma a través dels seus gens diana. Participen en diversos processos
cellulars, com ara el desenvolupament, la diferenciacié, 'apoptosi i la immunitat (Zhang, 2013).
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3.3.1.1. Alliberament a Townsville el 2014

El 2014 va tenir lloc I'alliberament gradual de mosquits infectats amb Wolbachia a la regié de Towns-
ville (Queensland, zona nord-est d’Australia). L'objectiu d’aquest experiment era demostrar que el
metode de control biologic del dengue amb Wolbachia era factible a gran escala i que es podia realit-
zar de manera rapida, poc costosa i acceptada per la comunitat. A més, tot i que no estava dissenyat
com un assaig clinic, va permetre obtenir dades observacionals sobre la transmissi6 del dengue abans
i després de 'inici del projecte (O’Neill, 2018).

El fet d’alliberar mosquits infectats amb Wolbachia al medi per eliminar el dengue podria re-
presentar un perill. Per aix0, abans de comengar I'estudi es va fer una analisi de risc i es va observar
que, tenint en compte que es tracta d'un bacteri omnipresent, els riscos ambientals i humans associ-
ats a la introduccié de Wolbachia en zones rurals s6n minims (Murray, 2016)a successful technology
was developed with the stable introduction of the obligate intracellular bacteria Wolbachia pipientis
into the mosquito Aedes aegypti to reduce its ability to transmit dengue fever due to life shortening
and inhibition of viral replication effects. An analysis of risk was required before considering release
of the modified mosquito into the environment. METHODS Expert knowledge and a risk assessment
framework were used to identify risk associated with the release of the modified mosquito. Individu-
al and group expert elicitation was performed to identify potential hazards. A Bayesian network (BN.

Un cop realitzada I'analisi de risc, es va presentar la proposta d’alliberament del mosquit Aedes
aegypti infectat amb Wolbachia a les autoritats legislatives i el Departament de Salut va ser la juris-
diccié responsable d’aprovar el projecte. La proposta del projecte va revelar que hi havia un buit legal
en el procés normatiu, ja que per molt que s’associessin Aedes aegyptii Wolbachia, es considerava que
les dues espécies eren naturals d’Australia i, per tant, el fet no es podia considerar com a introduccié
d’una nova espécie. A més, durant tot el procés no es van utilitzar técniques de modificaci6 genetica,
per la qual cosa tampoc no estava subjecte a la legislacié que regulava 'aprovaci6 d’organismes mo-
dificats genéticament. La decisi6 final va ser utilitzar la legislacio existent per regular Wolbachia com
a producte quimic veterinari (De Barro, 2011).

Un dels principals objectius del WMP era implicar la comunitat en el projecte i aixi, mitjancant
la participacio i el compromis de la poblaci, aconseguir de manera escalada que es produissin allibe-
raments de mosquits a tota la ciutat. Aixi, doncs, es va crear un model d’acceptacié publica que se
sustentava en diversos components, com ara: crear una campanya de sensibilitzacid, realitzar en-
questes telefoniques i presencials, disposar d’un sistema de gesti6 de problemes i resolucié de dub-
tes, crear un grup de referéncia comunitaria compost per les autoritats governamentals, el sector
turistic i educatiu, etc.

Tot seguit, per establir al medi una colonia de mosquits infectats amb Wolbachia primer es van
recollir ous de mosquits Aedes aegypti salvatges mitjancant trampes establertes al llarg de la ciutat de
Townsville. A la Universitat de Monash i a la Universitat James Cook aquests ous es van dessecar i
només s’amplificaven durant la fase d’encreuament i manteniment de la colonia salvatge. Durant tres
generacions es van creuar la colonia salvatge de mosquits i una colonia de mosquits infectats amb la
soca wMel. La nova colonia resultant, coneguda com a TSV wMel f, es va mantenir fins a produir apro-
ximadament 800.000 ous per setmana. Una vegada els ous feien eclosid, es traslladaven les larves a
recipients de plastic i durant els proxims dies s’alimentaven amb menjar per a peixos d’aquari fins
que passaven a I’estat de pupa. Finalment, un cop obtingudes el 60 % de les pupes, es transferien a les
gabies d’adults, que arribarien a contenir fins a 600 individus. Passats 4 dies alimentant les femelles
adultes, es recollien els ous postos sobre les tires de cotd i es collocaven en els contenidors humidifi-
cats, que s’enviaven al laboratori establert a Townsville.

Durant tot el procés, tant en una universitat com en l'altra, es van fer proves diagnostiques de
PCR a 80 mascles i 80 femelles de cada linia de cria per saber quina era la freqiiéncia d’infecci6 de
Wolbachia, 1a qual es va trobar per sobre del 97% en tots els casos.

L’area municipal de Townsville és de 190 km?, perd la superficie real sobre la qual es va portar
a terme aquest projecte va ser de 66 km?. Per abastar tant territori, I'alliberament dels mosquits in-
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fectats amb Wolbachia va fer-se en 4 etapes. En la primera etapa es van utilitzar els recipients d’alli-
berament de mosquits que podem observar en la figura 4A. Aquests recipients sén de plastic blanc,
tenen 4 orificis als costats i a I'interior hi trobem una tira de coté6 amb 100 ous, menjar per a peixos
d’aquari i 1 L d’aigua. El personal del programa va collocar els recipients en zones exteriors amb
ombra i de manera uniforme vora les propietats residencials de cada suburbi. Durant aquesta etapa,
una mitjana de 88 mosquits es van alliberar de cada recipient i els alliberaments llancaments van
continuar fins que la freqiiencia de Wolbachia en els mosquits capturats en aquesta zona va ser supe-
rior al 50% durant dues setmanes consecutives.

En les etapes 2-4 es van utilitzar estratégies perque la comunitat participés en el programa, les
quals es van centrar en les empreses locals i els domicilis. En aquest cas, es van utilitzar uns recipi-
ents especials alliberadors de mosquits coneguts com a Mozzie Box (figura 4C). Aquests recipients
son els tipics envasos de menjar per emportar, son més petits que els utilitzats en I'etapa 1 i tenen 4
forats a cada costat de I'’envas. A I'interior també hi podem trobar una tira de coté amb 100 ous, men-
jar per a peixos d’aquari i, en aquest cas, 400 mL d’aigua. Més de 6.000 llars van participar en aquest
projecte i realitzaven la gesti6 del seu propi contenidor. Aix{ i tot, amb la Mozzie Box no es va assolir
'objectiu principal d’alliberar al medi un cert nombre de mosquits infectats amb Wolbachia, de ma-
nera que no es va tornar a utilitzar. En conseqiiencia, el WMP va reintroduir els recipients allibera-
dors de mosquits utilitzats en 'etapa 1 i, gracies a activitats de participacié comunitaria, molts parti-
cipants van acceptar allotjar a casa seva un dels recipients alliberadors de mosquits. En total, durant
els 28 mesos que van durar les 4 etapes d’alliberament, es van alliberar aproximadament uns 4 mi-
llons de mosquits.

i

A glonal solution
to dengue starts
iR yousr backyard,

Figura 4. Recipients d’alliberament de mosquits. Font: Scaled deployment of Wolbachia to protect the community
from dengue and other Aedes transmitted arboviruses (0’Neill, 2018)

També es va desenvolupar el Wolbachia Warriors Program, eina que va permetre involucrar
els nens i els centres escolars en 'alliberament de mosquits infectats amb Wolbachia al medi. Es va
entregar a cada nen un recipient alliberador de mosquits com els usats durant la primera etapa, pero
en aquest cas el recipient era de plastic transparent, per animar I'alumne a veure qué passa a l'inte-
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rior del contenidor (figura 4B). Com s’observa en la figura 4D, juntament amb aquest recipient també
se’ls van entregar les instruccions, un calendari per fer el seguiment, un fullet6 educatiu, etc.

D’enca que es va comengar el desplegament de mosquits de 'espéecie Aedes aegypti infectats
amb Wolbachia a Townsville el 2014, les notificacions de casos de dengue han continuat produint-se.
De fet, del novembre del 2014 al juny del 2018 els casos diagnosticats han augmentat fins a 55, en-
front dels 32 del periode anterior. Ara bé, cal destacar que durant el periode posterior a l'allibera-
ment de mosquits infectats amb Wolbachia només 4 casos han estat adquirits localment, enfront dels
54 casos adquirits localment durant un periode equivalent anterior a I'aplicaci6 del WMP. Aquestes
observacions, juntament amb la validacié continua de la deficient competéncia d’Aedes aegypti infec-
tat amb Wolbachia wMel en arees d’alliberament representen evidencies epidemiologiques i empiri-
ques coherents amb les projeccions de futur que té Wolbachia com a possible mesura per eliminar la
transmissio6 del dengue.

El cost per portar a terme el programa per persona i km? pot variar entre els 16 $ i els 29 $,
depenent de l'etapa d’alliberament dels mosquits. Tenint en compte la baixa densitat de poblacié
d’aquesta ciutat, se suposa que, a '’hora d’aplicar la mateixa metodologia a grans ciutats tropicals,
amb una densitat poblacional més elevada, i com que els costos en recerca, seguiment i desplegament
seran menors, el cost per persona pot arribar a ser d’'1 $ (0’Neill, 2018)

3.3.1.2. Aplicacié a altres malalties viriques transmeses per vectors

Actualment el virus del Zika (familia Flaviviridae) s’ha estés a tots els paisos on es transmet el dengue
i, tenint en compte la similitud que hi ha entre aquests dos virus, es pot esperar que coexisteixin en
les mateixes arees geografiques i es transmetin pel mateix vector, Aedes aegypti. Es per aixod que se su-
posa que Wolbachia també pot bloquejar la transmissié del virus del Zika, igual que com ho fa amb el
virus del dengue. De fet, aquesta assumpcio6 ha estat demostrada empiricament i s’ha observat en els
laboratoris que el grau de bloqueig de Wolbachia pel virus del Zika és major que el del virus del den-
gue. Per tant, 's del WMP per bloquejar la transmissié del dengue també és til per limitar la trans-
missio del Zika (O’'Neill, 2018,).

Igual que amb el virus del dengue i del Zika, Wolbachia ha demostrat que confereix protecci6 a
Aedes aegypti enfront del virus del chikungunya (familia Alphavirus) i fins a un cert punt enfront del
virus de la febre groga (familia Flaviviridae). Davant I'expansi6 d’aquests virus a 'hemisferi occidental
iles evidencies de Wolbachia per limitar la transmissi6 del dengue, s’han fet a Colombia alguns estudis
en que s’ha demostrat que els mosquits infectats amb Wolbachia i amb el virus del chikungunya no
tenen la capacitat infectiva de transmetre el virus i, conseglientment, provocar la malaltia. Aquests
resultats han tingut un gran impacte en les estrategies de control vectorial, per la qual cosa hi ha la
possibilitat que el métode de control biologic amb Wolbachia es pugui utilitzar com a estrategia multi-
valent per a tots els arbovirus transmesos per Aedes aegypti (Aliota, 2016).

4. Discussio

En els ultims anys s’ha incrementat la incidéncia del dengue i, a més, s’ha estes a noves arees geogra-
fiques en forma de brots epidemics de caracter explosiu. Com que no hi ha un tractament i una vacu-
na efectius contra el virus del dengue, I'tinica estratégia disponible és limitar la competéncia vectori-
al i d’aquesta manera disminuir la transmissié de la malaltia. Actualment, el metode de control
biologic és una de les millors eines per aplicar amb éxit.

El World Mosquito Program s’encarrega de portar a terme aquesta idea alliberant al medi
mosquits infectats amb Wolbachia. Primer es va comengar fent petits estudis als laboratoris i actual-
ment aquest projecte s’esta aplicant a grans arees geografiques d’arreu del moén i s’estan obtenint uns
resultats sorprenentment satisfactoris. No obstant aix0, perque aquest projecte es desenvolupi cor-
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rectament son necessaris diversos factors, entre els quals destaquem I’exit en I'establiment i el man-
teniment de Wolbachia en la poblacié adulta de mosquits salvatges i la participacid i 'acceptaci6 per
part de la comunitat.

Passat un temps des dels primers alliberaments de mosquits al medi avalats per les entitats de
salut governamentals, Wolbachia ha demostrat que és autosostenible, per la qual cosa es converteix
en una mesura assequible i aplicable a llarg termini. A més, ha tingut resultats positius en moltes
parts del mon i la transmissid local del dengue no s’ha evidenciat en les zones on la freqiiéncia d’in-
feccié de Wolbachia és alta. Finalment, tenint en compte que és un métode poc costos i segur per a les
persones, els animals i el medi ambient, Wolbachia s’ha convertit en una eina amb gran projeccié de
futur.

Aedes aegypti és el vector majoritari que transmet el virus del dengue, perd també té la capaci-
tat de ser portador i de transmetre altres malalties arbovirals. Recentment s’ha estudiat quin és
I'efecte de Wolbachia en els mosquits infectats amb el virus del Zika, el virus del chikungunya i el virus
de la febre groga, i els resultats demostren que el bacteri també té la capacitat de limitar aquestes
infeccions en el mosquit. Aquest fet ja no restringeix 1'is de Wolbachia com a eina de control bioldgic
per a la malaltia del dengue, sin6 que el seu Us i el seu potencial també es poden amplificar per redu-
ir la propagaci6 d’altres malalties transmeses per mosquits.

5. Conclusions
Les principals conclusions del treball es descriuen a continuacio:

¢ Eldengue és una malaltia infecciosa sistémica causada pel virus del dengue i transmesa per
la picada d’'un mosquit. Depenent del quadre clinic, la infeccié pot ser asimptomatica o pot
variar des d’'una simptomatologia lleu fins a un cas greu potencialment mortal.

e El principal vector responsable de transmetre el dengue és el mosquit Aedes aegypti.

¢ El dengue afecta les regions tropicals i subtropicals del planeta i és endémic en més de cent
paisos.

¢ La malaltia del dengue s’ha estés a noves arees, on ha causat brots epidemics. De fet, el
2018 es va detectar per primer cop un cas de dengue autocton a Catalunya.

e La falta d'un tractament i una vacuna efectius contra el virus del dengue comporta el des-
envolupament de noves estrategies de control vectorial, entre les quals destaquem el con-
trol biologic.

e Wolbachia és un bacteri intracellular endosimbiotic que es transmet verticalment i es tro-
ba en la majoria d’artropodes i nematodes.

¢ Aquest bacteri endosimbiont actua produint alteracions reproductives en I'hoste i el meca-
nisme més comu és la incompatibilitat citoplasmatica.

e Aedes aegypti ha estat infectat artificialment amb Wolbachia, el qual redueix la transmissié
del dengue mitjancant dos mecanismes: disminuint el temps de vida de la poblaci6 adulta
de mosquits i reduint la replicacié del virus del dengue en els mosquits infectats.

e El World Mosquito Program és I'encarregat de portar a terme els alliberaments de mos-
quits infectats amb Wolbachia al medi i s’ha demostrat que la freqiiéncia d’infecci6 del bac-
teri en els mosquits salvatges es manté estable passats els anys.

e L'exit d'aquest projecte en alliberaments a petita escala ha demostrat que el metode del
WMP és aplicable i factible a grans arees geografiques de diversos paisos.

¢ Les dades obtingudes dels alliberaments realitzats pel World Mosquito Program a Austra-
lia, Indonésia, Vietnam, el Brasil i Colombia indiquen que els casos de transmissio local de
dengue han disminuit considerablement.

¢ El metode de control biologic amb Wolbachia també pot bloquejar la transmissi6 d’altres
arbovirus, com ara el virus del Zika, el del chikungunya i el de la febre groga.
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