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COMPENDIO
DETECCION DE Salmonella spp. MEDIANTE PCR EN
Periplaneta americana Linneo DE LA ZONA URBANA EN
TORREON, COAHUILA, MEXICO.

POR
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Se colectaron 400 cucarachas (100 por cada héabitat) en los sistemas de
alcantarillado dentro y a los alrededores de hospitales, escuelas, restaurantes y
casas habitacién del area urbana de Torredn, Coahuila, México para determinar la
presencia de Salmonella sp. en el tracto digestivo de Periplaneta americana L.,
considerando que las cucarachas actlian como reservorios y transmisores mecanicos
de hongos, helmintos, protozoarios, ademas de bacterias como Salmonella sp. Las
cucarachas fueron diseccionadas para obtener el tracto digestivo, a partir del cual se
extrajo ADN con la técnica CTAB y se sometieron a la PCR para amplificar el gen
invA de Salmonella sp., con un tamafio de 287 pb. En general, los resultados
mostraron una frecuencia baja de la bacteria en comparacion con lo esperado, lo que

comprueba que no todas las cucarachas portan la bacteria en el tracto digestivo. La

viii



frecuencia de cucarachas positivas a Salmonella sp. fue mayor en las colectadas en
casas habitacién (P<0.01) que en hospitales, restaurantes y escuelas. De acuerdo a
los polimorfismos de longitud en los fragmento de restriccion (RFLP) basado en el
PCR del gen fliC, para determinar el serotipo de la Salmonella sp. presente en el
tracto digestivo de las cucarachas, los resultados mostraron que Salmonella
enteritidis fue el Unico serotipo encontrado en los ambientes de hospitales, escuelas

y casas habitacion.



ABSTRACT
DETECTION of Salmonella spp. BY PCR IN Periplaneta americana
Linnaeus IN THE URBAN AREA OF TORREON, COAHUILA, MEXICO.

BY
SARAI MONSERRAT CUETO MEDINA
MASTER IN AGRARIAN SCIENCES

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA

TORREON, COAHUILA:; MEXICO. DICIEMBRE DE 2013

Specimens of Periplaneta americana L. (n=400) were collected from sewage
systems in around hospitals, schools, restaurants and houses (100 for each
environment) in the urban area of Torreon, Coahuila, Mexico to determine the
frequency of Salmonella sp. in the digestive tract of cockroaches, since they act as
reservoirs and mechanical vectors of fungi, helminthes, protozoa, as well as bacteria
such as Salmonella sp. Cockroaches were dissected to obtain their digestive tract,
from which DNA was extracted according to CTAB techniques and were run in PCR
to amplify Salmonella sp. invA gene, 287 pb. In general, results showed a low
frequency of the bacteria in comparison whit results expected, which shows that not
all cockroaches carry the bacteria in the digestive tract. Salmonella sp. positive
frequency was greatest in cockroaches collected from houses (P< 0.01) than those
from hospitals, restaurants and schools. Results showed that Salmonella enteritidis
was the only serotype found in hospitals, schools, restaurants and house

environments, according to fliC gene and restriction fragment longitude polymorphism



(RFLP) used to determine Salmonella serotype present in the digestive tract of de

cockroaches.
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1.  INTRODUCCION

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae e incluye a
bacilos gramnegativos, no formadores de esporas, anaerobios facultativos, provistos
de flagelos y son mdviles (Jurado et al., 2010). Es una de las bacterias patdogenas
entéricas mas frecuentes tanto en paises desarrollados como subdesarrollados; la
cual, dependiendo de su especie, tamafio del inéculo, factores de virulencia
expresados por la cepa, hospedero involucrado, estado inmunoldgico del individuo e
intervencion médica; puede ocasionar desde una infeccion gastrointestinal media a
severa, hasta una infeccidn sistémica que compromete la vida del paciente humano

(Figueroa & Verdugo, 2005).

La principal via de transmision es la fecal-oral, a través de la ingestion de
alimento directa o indirectamente contaminado (Jurado et al., 2010). La mayoria de
los serotipos de Salmonella (59%) se incluyen dentro de S. enterica subsp. enterica,
que es el agente causal del 99% de las infecciones en humanos y animales
homeotermos; causando fiebre tifoidea y gastroenteritis. El resto de las subespecies
normalmente son encontradas en animales poiquilotermos y raramente en humanos

(Brenner et al., 2000).

Las cucarachas actian como portadoras de microorganismos y transmiten de
manera mecanica y por medio de arrastre agentes infecciosos o parasitarios (Kassiri
& Kazemi, 2012), tales como bacterias (E. coli, Salmonella sp.), hongos, helmintos,
protozoarios y algunos virus; pero su participacion en la transmision directa de la

infeccion en humanos rara vez se ha establecido (Fathpour et al., 2003).



Algunos parasitos se han encontrado en la superficie externa o partes internas
del cuerpo de las cucarachas y algunas investigaciones han demostrado que la
exposicion a estas; pueden desempefar un papel importante en los problemas de
salud relacionados con el asma. Ademas, son capaces de ocasionar reacciones
alérgicas a muchas personas (Smith & Whitman, 1992) y lesiones locales
denominadas Herpes blattae (Ponce et al.,, 2005) y afectan la calidad de algunos

productos al contaminarlos con sus cuerpos o secreciones (Torres et al., 2006).

La intima asociacién de las cucarachas con los humanos, las coloca en un
status de plaga (Gracyk et al., 2005). De las 4000 especies de cucarachas conocidas
en la actualidad, solo un pequefio grupo (menos de 1 %) es considerado plaga

(Gutiérrez, 2010).

La cucaracha americana (Periplaneta americana L.) es una especie muy
ampliamente distribuida en la zona urbana de Torre6n, Coahuila (Hernandez et al.,
2013); esta especie se localiza frecuentemente en depdsitos de agua, el sistema de
alcantarillado, estructuras de desagtie y area perimetrales (Ponce et al., 2005). Es
muy comun gue se les vea por las noches fuera de las alcantarillas, incluso que se
les encuentre en cocinas y otras areas de las viviendas, negocios de comida,
hospitales e incluso escuelas; pueden contaminar las superficies por donde caminan.
Aunado a esto, la prevalencia de enfermedades relacionadas con la bacteria
Salmonella sp., de 2005 a 2012, la Jurisdiccidon Sanitaria No. 6 reporté un total de
11,409 casos de salmonelosis y 5,052 de tifoidea en el Municipio de Torreon,

Coahuila, México. (SINAVE, 2012)



OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Detectar la presencia de la bacteria Salmonella sp. en el tracto digestivo de
cucaracha americana (Periplaneta americana L.) en la zona urbana de Torredn,

Coahuila, México.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Colectar especimenes de Periplaneta americana L. en escuelas casas
habitacién, hospitales y establecimientos de comida.
e Determinar la presencia de la bacteria Salmonella sp. dentro del tracto

digestivo de las cucarachas colectadas.

HIPOTESIS

En Torredn, Coahuila; México, la bacteria Salmonella spp puede ser portada
en el tracto digestivo de cucaracha americana (Periplaneta americana L.) de manera

natural.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

Probablemente el primer estudio sobre Salmonella sp. en cucarachas se
realiz6 en 1898 por el italiano Cao, en donde experimentd con algunos patéogenos

para el hombre y las cucarachas (Cao, 1898).

En 1922, fueron comprobados los experimentos de Cao por Macfie, quien

afadio otros patdgenos a los experimentos (Macfie, 1922).

El siguiente paso para determinar a la cucaracha como vector de organismos
patogenos fue retomado en 1930 por el investigador Italiano Antonelli, al tratar de
determinar la causa de dos pequeiios brotes de fiebre tifoidea, donde manifesté que
la enfermedad probablemente se diseminaba por la cucaracha Periplaneta orientalis

(Antonelli, 1930).

En el afio de 1933 en el Departamento de Salud del Estado de Texas, donde
experimentaban Beck y Coffe; encontraron que una epidemia de infecciones por
Salmonella typhimurium en su colonia de conejillos de indias, fue probablemente

difundida por la cucaracha P. americana (Beck & Coffe, 1943).

Durante el afio de 1948, se desarrollaron 3 estudios: en el primer experimento,
se capturaron en Australia diversas cucarachas en un pabellbn dedicado al
tratamiento de enfermedades gastrointestinales y encontraron que estos insectos
albergaban varias especies de Salmonella sp. (Mackerras & Mackerras, 1948). El

segundo experimento se realizé una alimentacion controlada con cucarachas y



descubrieron que una cepa de Salmonella sp. se albergaba por 42 dias en el tracto
digestivo (Makerras & Pope, 1948). En ese mismo afio, Bitter y Williams demostraron
que P. americana no necesariamente puede estar directamente asociada con un
brote de enfermedad activa, pero puede albergar organismos patdogenos y por lo

tanto, ser una fuente potencial del inicio de un brote (Bitter y Williams, 1948).

En 1951, se desarroll6 un estudio dirigido por Leibovitz sobre el
comportamiento de Salmonella sp. y otros patdgenos, al pasar por el hemocele de

las cucarachas (Leibovitz, 1951).

Roth y Willis (1960) publicaron una extensa revision de asociaciones bidticas
de las cucarachas en donde citan un sinnimero de patégenos para los humanos, los

cuales fueron encontrados en su cuerpo o heces.

En los aflos 1976 y 1977, los investigadores Greenberg y Klowden realizaron
dos experimentos con Salmonella sp.: primero estudiaron la capacidad de
sobrevivencia de la bacteria en el tracto digestivo y las heces fecales de las
cucarachas (Klowden & Greenberg, 1976) y posteriormente observaron el efecto de
los antibiéticos en Salmonella sp. presente en la cucaracha americana (Klowden &

Greenberg, 1977).

Ramirez (1989), realizdé una investigacion de todos los patdgenos que portan
las cucarachas y las alergias que provocan; en su estudio encontré: bacterias,

helmintos, protozoarios y virus.



En 1991 se efectud nuevamente un estudio propuesto por Devi y Murray,
sobre las cucarachas como reservorios de Salmonella sp. y los antibiéticos

causantes de resistencia a la bacteria (Devi & Murray, 1991).

Otro estudio importante fue el de Kopanic et al. (1994), en el que desarrollaron
diversas pruebas para comprobar el rol de las cucarachas en la transmision de
Salmonella sp., se hicieron pruebas de laboratorio con una cria de cucarachas e

inoculacion con la bacteria (Kopanic et al.,1994)

En el afio 2005, otros investigadores realizaron un estudio sobre la transmision
mecanica de organismos patdgenos y el rol de las cucarachas (Tatfeng et al., 2005);

otros trabajos similares son los de Tachbele et al.(2006) y Al-Mayali (2010).

En Culiacan, México, durante el afio 2010 se hizo un estudio sobre cepas de
Salmonella sp. en un zoolégico, donde se tomaron muestras de todos los animales
incluyendo las plagas insectiles; donde las cucarachas dieron positivo para

Salmonella enterica serotipo albany (Silva et al., 2010).

Para el afio 2012, la cantidad de estudios en este ambito habia crecido
inmensurablemente; donde el tema principal es la presencia de bacterias tanto en

tracto digestivo, heces fecales y parte externa de las cucarachas.

El estudio mas reciente es acerca de un aislamiento y caracterizacion de la
microbiota asociada en las cucarachas, donde se extrajo el tracto digestivo, se
diseccioné en sus partes principales y se puso en medios de cultivo; una de las

bacterias encontradas fue Salmonella paratyphi B (Bagde et al., 2013).



2.2 Orden Blattodea

2.2.1 Historia evolutiva de las cucarachas
Los registros fosiles indican una relativa abundancia de cucarachas en el

periodo carbonifero. Este periodo forma parte del paleozoico y comenzé hace 362.5
millones de afios, finalizando hace unos 290 millones de afios; sus huellas en el
tiempo las muestran como una forma de vida exitosa y estable (Torres et al., 2006).
El fésil completo més grande de una cucaracha (Arthropleura pustulatus), vivio hace
unos 300 millones de afos, 55 millones de afios antes de los dinosaurios, en una
zona pantanosa de Ohio y es totalmente parecida, aunque mas grande que las
formas modernas que viven en los tropicos (Camousseight, 2006).

Al margen de la evolucion y a las més diversas condiciones, estos fosiles
vivientes son testigos inmutables de gran parte de la historia del planeta (Lozano,
2003). El fosil de la cucaracha que encontraron los gedlogos en una mina de carbon
en el noreste de Ohio mide 8.9 cm; en comparacion, la cucaracha americana

moderna con el fosil mide sélo 3.8 cm de largo (Jones, 2010).

2.2.2 Morfologia
Las cucarachas han conservado su forma basica ancestral (Pesante, 1992),

son insectos cursoriales con 5 segmentos tarsales, ninguna de las patas esta
modificadas para cavar o agarrar (Triplehorn & Johnson, 2005). Presentan por lo
general forma aplanada dorsoventralmente (Ponce et al., 2006). El cuerpo es
ovalado y la cabeza es ocultada desde arriba por el pronoto (Triplehorn & Johnson,
2005), esta provista de un par de antenas filiformes que funcionan como Organos

tactiles y olfativos (Pesante, 1992).



Las alas generalmente se encuentran presentes, aunque en algunas especies
son reducidas (Triplehorn & Johnson, 2005). El ala frontal llamada tegmina es
tipicamente dura y algo translicida, con venas bien definidas. Las alas posteriores,
son membranosas y mucho mas grandes (Pesante, 1992). Las hembras de muchas
especies tienen alas mas pequefias que las alas de los machos (Triplehorn &

Johnson, 2005)

Los ojos son compuestos y consisten de un sinnumero de facetas. La posicion
de los tres ocelos se encuentra cerca de la base de las antenas es variado, muy
desarrollado en las especies que vuelan (macropteras), rudimentario en las especies
con alas reducidas (braquiopteras) y ausente en las especies sin alas (apteras)
(Pesante, 1992). Las partes bucales son del tipo masticador (Ponce et al., 2006), los
palpos maxilares y labiales estan bien desarrollados, con cinco y tres segmentos

respectivamente (Pesante, 1992).

Al final del abdomen presentan 2 pequefios apéndices denominados cercos
con sedas sensitivos a la vibracion causada por bajas frecuencias de sonido
(Pesante, 1992) y la captacion de vibraciones por el aire. Estos cercos le dan la
informacion sobre un posible depredador (Galaica, 2009). La parte posterior terminal
del abdomen de algunas ninfas y de todos los machos tienen estilos entre los cercos
gue surgen del noveno segmento abdominal (Triplehorn & Johnson, 2005). En las
especies aladas, los estilos sélo se perciben en vista ventral. Los estilos sirven para

identificar los sexos (Pesante, 1992).



La respiracion tiene lugar mediante un sistema traqueal, que es un sistema de
tubos que se extienden por todo el cuerpo. Estos tubos terminan en porciones
cerradas y mas pequefias (traqueolas) que penetran los tejidos (Jaramillo et al.,
1999). Las trAqueas se abren al exterior por medio de espiraculos (orificios externos)
en el térax y el abdomen. Estos espiraculos son facilmente visibles a simple vista,

encontrdndose por parejas en segmentos del abdomen (Galaica, 2009).

La circulacion es abierta y carece de venas o arterias Los fluidos corren a
través de una cavidad llamada vaso dorsal (Jaramillo et al., 1999) que se extiende a
lo largo del cuerpo. Este corazon tubular impulsa la hemolinfa (sangre), la cual no
actla en el transporte de oxigeno (Galaica, 2009); sino llevando nutrientes del
sistema digestivo a los tejidos y removiendo desechos que son llevados a los

organos excretores (Galaica, 2009)

Se dice que las cucarachas tienen dos cerebros, ya que poseen dos pares
largos de ganglios nerviosos en la cabeza y un ganglio simple al final del abdomen.
Estos dos centros sensoriales estdn conectados por fibras gigantes que llevan los
impulsos diez veces mas rapido que los nervios ordinarios; esta caracteristica es lo
gue las hace tan rapidas y habiles (Jaramillo et al., 1999).

En la digestion y excrecién, la comida pasa a través de las piezas bucales y
recorre todo el sistema digestivo realizando la digestion y la absorcién de nutrientes,

los desechos son excretados en forma de heces por el ano (Galaica, 2009).
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2.2.3 Las cucarachas como plagas urbanas

Las principales especies de cucarachas sinantropicas en Ameérica del Norte y
Europa son Blattella germanica, Periplaneta americana, Blatta orientalis, Supella
longipalpa y Periplaneta fuliginosa (Bonnefoy et al., 2008). En Torredn, Coahuila;
México, las especies mas comunes son Periplaneta americana, Blattella germanica,
Blattella asahinai, Supella longipalpa, Blatta lateralis y Pycnoscelus surinamensis;
siendo la cucaracha americana (Periplaneta americana) la especie mas abundante y

ampliamente distribuida (Hernandez-Rodriguez et al., 2012).

2.2.4 Patbgenos asociados a cucarachas

Son pocas las especies de cucarachas en el area urbana y que invaden las
viviendas, estas lo son la cucaracha americana, alemana, bandas café, ahumada,
oriental y australiana americana Blattella germanica, Supella longipalpa, Blatta
orientalis Periplaneta fuliginosa y Periplaneta australasiae (Ponce et al., 2005). Todas
estas representan una plaga de habitos nocturnos. Las cucarachas transportan
patébgenos que logran permanecer viables en su tracto digestivo y heces por varios
dias o semanas (Mille & Peters, 2004). Los agentes patdégenos que producen
enfermedades en humanos, son transportados en las patas y cuerpos de las
cucarachas, estos son depositados en la comida y diversos utensilios. El excremento
y exuvias también contienen numerosos alérgenos que afectan los ojos, la piel y
producen asma (Gliniewicz et al., 2003).

A continuacion se describen los principales grupos de agentes patdégenos

presentes en cucarachas.
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Algunos estudios micologicos han revelado la presencia de actinomicetos y
blastomicetos patdégenos en exoesqueleto, proctodeo y hemoceloma de
especimenes capturados en viviendas y hoteles (Prado et al., 2002).

Los helmintos representan después de las bacterias, el grupo mas relevante,
porque muchos de ellos son parasitos primarios del hombre. Estos se albergan en el
aparato digestivo de las cucarachas y adicionalmente se ha observado la presencia
de huevos de helmintos en las heces de estos insectos (Al-Mayali & Al-Yaqoobi,

2010).

Se ha demostrado la presencia de protozoarios patdogenos en el hombre que
pueden ser transportados por las cucarachas y pueden desencadenar enfermedades

como la amibiasis y giardiasis (Lopata et al., 2005).

En condiciones naturales se han hallado detectado especies patdgenas de
bacterias que promueven diversos cuadros de disenteria, diarrea, fiebre tifoidea,
gastroenteritis y otros padecimientos; ocasionadas por bacterias de los géneros
Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter y Samonella presentes en cucarachas (Garcia et

al., 2012).

2.2.5 Familia Blattidae

Las cucarachas de esta familia miden 25 mm o mas de longitud, tienen cuerpo
oval aplanado, cabeza dorsalmente cubierta por el pronoto, alas con placa subgenital
hendida y machos con estilos alargados, delgados y simétricos. Esta familia agrupa
varias especies de plagas domesticas como Blatta orientalis y Periplaneta americana

(Dominguez, 1994).
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2.3 Periplaneta americana

A pesar de su nombre, la cucaracha americana no es nativa de Ameérica,
probablemente fue introducida desde Africa por embarcaciones y actualmente
presenta una distribucibn cosmopolita, excepto en los lugares permanentemente

congelados (Smith & Whitman, 1992).

2.3.1 Ubicacion taxonémica de P. americana segun Triplehorn & Johnson
(2005)

Dominio: Eukarya
Reino: Animalia
Phyllum: Arthropoda

Subphyllum: Atelocerata
Clase: Hexapoda

Superorden: Dictyoptera

Orden: Blattodea

Familia: Blattidae
Género: Periplaneta

Especie: P. americana (L.)

2.3.2 Ciclo bioldgico

Los huevos se encuentran contenidos en una ooteca o capsula de huevos
color rojizo a café oscuro, de ocho a 10 mm de longitud (Smith & Whitman, 1992).
Cada hembra produce de 6 a 14 ootecas cada una, contiene de 14 a 16 huevos (Ogg
et al., 2006) los cuales son adheridos en areas calientes y protegidas, cerca de la
comida (Ponce et al., 2005). Una ooteca de huevos se puede formar en una semana

y se pueden producir de 12 a 28 durante los meses calidos. Donde el clima permite
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qgue vivan en el exterior, las ootecas se pueden encontrar en la madera humeda.
Aunque las hembras producen ootecas durante todo el afio, ovipositan mas durante

el verano (Randall, 1998).

Las ninfas surgen de la ooteca aproximadamente en seis semanas a partir de
la ovipostura y mudan de exoesqueleto 13 veces durante 18 meses, antes de llegar a
la etapa adulta sexualmente madura (Ogg et al., 2006). Dependiendo de la

temperatura pueden tardar de seis a 18 meses para madurar (Randall, 1998).

Los adultos miden aproximadamente entre 34 a 53 mm de longitud, son de
color café rojizo; excepto por una banda submarginal palido marrén a amarillento
alrededor del borde del escudo del pronoto, el dltimo segmento del cerco es dos
veces mas largo que ancho. Ambos sexos son alados, las alas de los machos se
extiende mas alla de la punta del abdomen, mientras que las hembras no (Smith &

Whitman, 1992).

2.3.3 Biologia y habitos

Los adultos son voladores débiles que prefieren la comida fermentada, se
encuentran afuera y dentro de las casas, principalmente en climas calidos. Son
Comunes en ciudades con sistema de alcantarillado, dentro de estructuras de
desagie y en areas perimetrales (Ponce et al., 2005). Las cucarachas son omnivoras
y se alimentan de una gran variedad de materiales como: cubiertas de libros,
plafones de techo que contengan almidon, el forro interior de las suelas de zapatos,
Sus propias exuvias, otras cucarachas muertas, sangre fresca o seca, excremento y

detritus alimentarios que se quedan impregnados en los nifios. Arrojan una secrecion
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nauseabunda por el aparato bucal y por las aberturas glandulares del cuerpo, dando
un olor persistente y tipico (Ponce et al., 2006). Estos insectos son de vida nocturna,
las especies domésticas se refugian durante el dia en grietas, detras de los muebles,
en cafierias y desagles. Es comun encontrarlas agrupadas debido a que poseen

hormonas de agregacion (Faccioli y Panozzo, 2010).

2.3.4 Patbégenos asociados a Periplaneta americana

Los microorganismos patégenos al hombre son transportados sobre la
superficie del cuerpo o de manera interna. Algunas de las enfermedades que
propagan son: salmonelosis, lepra, colera, micosis, neumonia, difteria, antrax,
tétanos, tuberculosis, toxoplasmosis, diarreas y gripes (Crespo y Valverde, 2005).
Las bacterias transportadas por P. americana pueden mostrar resistencia a los
antibioticos; por lo tanto, es importante su control en hogares, escuelas, restaurantes,
industria alimentaria y hospitales (Mpuchane et al., 2006).

Algunos de los patégenos encontrados en la superficie, tracto digestivo, heces

y extremidades de P. americana se muestran en el cuadro 1 (Tatfeng et al., 2005).
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Cuadro 1. Patdgenos asociados a Periplaneta americana segun Tatfeng et al. (2005)

Bacterias

Patogeno

Enfermedad

Alcaligenes faecalis
Bacillus subtilis
Campylobacter jejuni
Enterobacter aerogenes
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Mycobacterium leprae
Nocardia sp.

Proteus morganii
Proteus rettgeri

Proteus vulgaris

Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella bredeny
Salmonella newport
Salmonella oranienburg
Salmonella panama
Salmonella parathyphi-B
Salmonella typhimurium
Salmonella rienmorbificans
Salmonella bareilly
Serratia marscesens

Gastroenteritis, infeccién de heridas, vias urinarias
Conjuntivitis, contaminacion de comidas
Enteritis

Bacterias

Diarrea, Infeccion de heridas

Neumonia, Infecciones en vias urinarias
Lepra

Actinomycetoma

Infeccién de heridas

Infeccién de heridas

Infeccidén de heridas

Gastroenteritis, Infeccion de heridas
Gastroenteritis, Infecciones respiratorias
Gastroenteritis, Contaminacion de alimentos
Gastroenteritis, Contaminacion de alimentos
Gastroenteritis, Contaminacion de alimentos
Gastroenteritis, Contaminacion de alimentos
Gastroenteritis, Contaminacion de alimentos
Gastroenteritis, Contaminacion de alimentos
Gastroenteritis, Contaminacion de alimentos
Gastroenteritis, Contaminacion de alimentos
Contaminacién de alimentos

Streptococcus faecalis Neumonia
Hongos
Aspergillus niger Neumomicosis, otomicosis
Helmintos
Ancylostoma duodenale Gusano

Ascaris lumbricoides
Hymenolopsis sp
Necator americanus

Gusano redondo

Trichuris trichuria Triquinosis
Entamoeba hystolytica Amibiasis
Giardia spp. Giardiasis
Virus
Poliomyelitis Polio

2.4 Periplaneta americanay Salmonella sp.
Diversas especies bacterianas se han aislado de P. americana. En Francia 56

especies de bacterias fueron aisladas de las cucarachas y 14 especies resultaron ser
patdgenos o potencialmente patdégenos para el hombre y los animales, como E. coli y

Salmonella sp. (Vythilingam et al., 1997)
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2.4.1 Salmonella sp. en la cuticula de Periplaneta americana
Con base a varios estudios en donde se colectaron cucarachas en

instalaciones de eliminacién de heces (registros), se revel6 que Salmonella sp.
sobrevive en el cuerpo de las cucarachas y la variacion de la cantidad de las
bacterias patdgenas encontradas depende de los diferentes sitios de colecta dentro
de las casas (Lammia et al., 2005). Un estudio previo de Salmonella sp. en
cucarachas colectadas en cocinas, bafios y dormitorios de residencias, mostré una
cantidad de 1.35 x 108, 5.99 x 10’ y 1.64 x 10® Unidades Formadoras de Colonias
respectivamente. Los porcentajes de las cucarachas que portan Salmonella sp.
mayor a 10° UFC/cucaracha, fue mucho menor en el bafio que en la cocina; esto
podria indicar la limpieza de los bafios, mediante el uso de desinfectantes

(Mpuchane, 2006).

La viabilidad e infectividad de Salmonella sp todavia sigue siendo cuestionada,
debido a las altas temperaturas que se pueden alcanzar en las alcantarillas

desnaturalizando a la bacteria (Tatfeng et al., 2005).

2.4.2 Salmonella sp. en tracto digestivo y heces de Periplaneta americana
La obtencion de Salmonella sp. puede ser por alimentacién, ya que el habitat

de esta especie es el sistema de alcantarillado y es comun encontrar enterobacterias
como este patdgeno en las heces humanas, las cuales sirven como fuente de
alimento para P. americana (Klowden and Greenberg, 1976). Ademas existe una
contaminacion cruzada entre cucarachas, debido a la alimentacion omnivora de esta
especie, al alimentarse de exuvias, excretas e incluso otros individuos muertos

(Kopanic et al., 1994).
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Ramirez (1989) demostrd que Salmonella oranienburg permanecio viable en
heces de P. americana por mas de 140 dias y S. enteritidis se multiplico pocas veces

en la hemolinfa de esta cucaracha, solo permaneci6 viable de 4 a 6 dias.

Se ha analizado la multiplicacion de Salmonella typhimurium en tracto
digestivo de P. americana, a través de inoculacion y monitoreandolas durante 96
horas, en donde se observé la disminucion de la cantidad de Unidades Formadoras
de Colonias, lo que demuestra el potencial de contaminacion que tiene la especie

(Klowden and Greenberg, 1976; Kopanic et al., 1994).

La presencia de cucarachas en ambientes potencialmente patogénicos como
los hospitales es un aspecto importante a considerar, pues en los hospitales se
desechan sanitizantes y antibiéticos, que alterarian bioquimicamente la microbiota

del tracto digestivo de las cucarachas (Akinjogunla et. al,. 2012)

El estudio mas reciente de Salmonella sp. en tracto digestivo de P. americana
es acerca de un aislamiento y caracterizacion de la microbiota asociada en las
cucarachas, donde se extrajo el tracto digestivo, se diseccion6 en sus partes
principales y se puso en medios de cultivo. En este, una de las bacterias encontradas

fue Salmonella paratyphi B (Bagde et al., 2013).

La cucaracha americana constituye un reservorio importante para Salmonella
sp.; por lo tanto, el control de esta podria minimizar considerablemente la

propagacion de enfermedades infecciosas en nuestro entorno (Lammia et al., 2005).
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2.4.3 Incidencia de Salmonella sp. en P. americana de diferentes ambientes
En estudios realizados en tracto digestivo de P. americana colectadas en

drenajes de hospitales (n=40), nueve de ellas (22.5%) resultaron positivo a la
bacteria Salmonella sp. (Fathpour, 2004). Sin embargo; Tachbele (2006) en un
estudio similar encontré una incidencia de 26.5 % en 34 especimenes colectados de

hospitales.

Fathpour (2004) colect6 80 cucarachas en hogares y encontro la presencia de
la bacteria en 57 (71.25%) especimenes. Mientras que Tachbele (2006) realiz
pruebas de Salmonella sp. en 23 cucarachas obtenidas de restaurantes donde un

espécimen (4.3 %) resultd positivo a la bacteria.

2.5 Microbiota en los insectos

2.5.1 Estructura del tracto digestivo de los insectos
La estructura basica del tracto digestivo es similar en todos los insectos

aunque poseen una diversidad de modificaciones asociadas con la adaptaciéon a
diferentes tipos de alimentacion. Se divide en tres regiones: estomodeo, mesenterén

y proctodeo (Chapman et al., 2013).

El estomodeo es la parte anterior del tubo digestivo y esta cubierto de una
membrana relativamente gruesa, hecha de cuticula, que a veces tiene pliegues y
proyecciones o0 bien cerdas o espiculas. EI mesenteron es un saco alargado de
diametro generalmente uniforme y no presenta cuticula; sino una membrana
peritréfica. El proctodeo es la parte final del intestino se extiende desde la véalvula
pilérica hasta el ano y esta cubierto de cuticula al igual que el estomodeo, pero ésta

es mas fina y es permeable al agua (Lehane, 1997).
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La membrana peritrofica esta compuesta de quitina y proteina e impide que
los alimentos entren en contacto directo con las células epiteliales; se desprende,
envuelve a una porcién de los alimentos y es eliminada con los productos digestivos.
Esta membrana es permeable, protege el epitelio de dafios mecéanicos por particulas
de alimentos, de la exposicion a toxinas presentes en los alimentos y de la invasion
microbiana; permitiendo el paso de enzimas digestivas en una direccion y de los

productos de la digestion en la direccion opuesta (Shao et al., 2001).

El disefio basico del tubo digestivo de los insectos presenta muchas
modificaciones que reflejan adaptaciones a nichos especializados y a habitos de
alimentacion y muchas de estas especializaciones han evolucionado para albergar

microorganismos simbiontes (Chapman et al., 2013).

2.5.2 El tracto digestivo del insecto y la microbiota
Desde la perspectiva de la colonizacion microbiana, el tubo digestivo de los

insectos presenta un habitat inestable. Ademas, el ciclo de vida de estos presenta
desafios para la transmision de microorganismos entre generaciones. En la mayoria
de los insectos, las hembras abandonan los huevos después de depositarlos, y el
anico comportamiento social involucra el apareamiento de los adultos. Como
resultado, las oportunidades para transferencia directa de simbiontes intestinales
entre congéneres son mas limitadas. Sin embargo, algunas especies de insectos,
incluyendo cucarachas, termitas, hormigas, algunas avispas y abejas, muestran
comportamiento gregario o social, incluyendo trofalaxis o coprofagia, que permite la
transmision directa o indirecta, promoviendo asi la entrada de microorganismos, ya

sean simbiontes o patégenos (Martinson et al., 2012).
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Los microorganismos en el tracto digestivo de los insectos pueden incluir
protistas, hongos, archaea y bacterias (Hongoh, 2010). Las especies bacterianas
comprenden todos o la mayoria de los organismos en los intestinos de la mayoria
especies de insectos. Estas comunidades bacterianas varian enormemente en
tamafio, composicion, ubicacion y funcion dentro del tracto digestivo (Martinson et al.,

2012).

Por ejemplo, una abeja adulta contiene aproximadamente 10° células
bacterianas, un numero similar se encuentra en los adultos de género Rhodnius y en
adultos Acheta domestica (grillo), mientras que en adultos de saltamontes
(Melanoplus sanguinipes) contiene aproximadamente 10° bacterias, y un adulto de

Drosophila melanogaster tiene cerca de 10° bacterias (Ryu et al., 2010)

En un estudio de la microbiota del tracto digestivo de termitas, cucaracha de
madera y cucaracha comun (Periplaneta americana), las dos especies sociales
tenian comunidades de simbiontes, como las bacterias y los protozoos, mientras que
las comunidades del tracto de P. americana fueron dominada por especies de

bacterias comunes presentes en el ambiente (Sabree et al., 2012).

2.5.3 Condiciones fisicas
La colonizacién por microorganismos depende de las condiciones fisico-

quimicas del lumen de las diferentes regiones del tracto digestivo, las cuales pueden
mostrar variacion extrema tanto en pH y disponibilidad de oxigeno. El pH del tracto
digestivo es de 10-12, pero se regula activamente y a menudo difiere del de la

hemolinfa, que es por lo general cerca de 7 (Harrison, 2001).



21

2.5.4 Mecanismos de defensa
El tracto digestivo de los insectos varia ampliamente en morfologia y

propiedades fisico-quimicas, que influyen en la estructura de la comunidad
microbiana. En insectos sociales, como las termitas, las hormigas y las abejas; se
han encontrado interacciones que proporcionan oportunidades para la transferencia
de las bacterias intestinales, con funciones especializadas en nutricion y proteccion

contra parasitos, agentes patégenos y modulacion de la inmunidad (Beckage, 2008).

El tracto digestivo de los insectos es una de las principales vias de entrada de
microorganismos. Para minimizar los efectos negativos posee diferentes
mecanismos como: la sintesis de péptidos antimicrobianos, produccién de especies
reactivas de oxigeno, activacion de los sistemas de reparacion y detoxificacion,
melanizacion, fagocitosis, apoptosis y la renovacién celular, entre otros (Lemaitre et

al., 2007).

2.5.4.1 Interaccion insecto-patégeno
El resultado de una infeccion depende de la interaccion entre el huésped y el

patégeno, siendo este tipo de interacciébn muy compleja y dinamica. El hospedante
desarrolla estrategias para minimizar los efectos patogénicos, mientras que el
patdbgeno desarrolla las propias para aumentar sus probabilidades de éxito en la
infeccion. Los invertebrados mas usados como animales modelo para el estudio de
esta interaccion son Caenorhabditis elegans y D. melanogaster (Rahman et al.,

2004).

Tanto los insectos como los mamiferos poseen una inmunidad innata, la cual

hace referencia a la primera linea de defensa que sirve para limitar la infeccion
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durante las primeras horas de exposicién a los microorganismos (Hoffmann et al.,
1999). La principal diferencia que existe entre el sistema inmune de insectos y
mamiferos reside en que éstos Ultimos poseen un sistema inmune con memoria, lo

que se conoce también como inmunidad adquirida (Beckage, 2008).

A pesar de esta carencia, los insectos son capaces de inducir su respuesta
inmune después de exposiciones subletales a sustancias dafiinas e incluso transmitir
cierta induccion a la descendencia (Rahman et al., 2004). Ademas, el sistema
inmune de los insectos posee la habilidad de distinguir entre diferentes clases de

patogenos (Lemaitre et al., 2007).

En el sistema inmune también se pueden diferenciar dos tipos de respuesta: la
respuesta sistémica y la respuesta local. La respuesta inmune sistémica comprende
los procesos de melanizacion, fagocitosis, encapsulacion y la secrecion de péptidos
antimicrobianos a la hemolinfa por parte del cuerpo graso, lo cual hace que esta
respuesta tenga lugar por todo el cuerpo del insecto. En cambio la respuesta inmune
local hace referencia a la respuesta concreta y localizada que lleva a cabo un tejido u
organo del insecto para luchar contra la infeccion; por ejemplo, el tracto digestivo
actuaria produciendo especies reactivas de oxigeno, produciendo péptidos
antimicrobianos y mediante la barrera fisica que es la membrana peritréfica (Lemaitre

et al., 2007).

En la respuesta a patdgenos podriamos distinguir tres tipos de elementos
segun su funcidon general: un grupo de elementos encargados de reconocer los

patogenos (elementos sensores), otro grupo de elementos pertenecientes a las rutas
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de sefalizacion, y otro tipo de elementos que, una vez identificada la presencia de

los patégenos, intentan destruirlos (componentes efectores) (Beckage, 2008).

2.5.4.2 Elementos sensores de patégenos
Los elementos sensores son los encargados del proceso de reconocimiento

mediante interacciones con los patdgenos. Deben de ser capaces de distinguir entre
los diferentes tipos de patdégenos, asi como la microbiota comensal del tracto
digestivo de los insectos. Existen dos tipos de elementos sensores: las estructuras
moleculares asociadas a patégenos (PAMS) y las particulas lipidicas. Las PAMS
modulan el proceso de reconocimiento mediante interacciones especificas de
proteinas con estructuras moleculares que indiquen un agente extrafio. En el caso de
las particulas lipidicas se han descrito diferentes funciones en los insectos, tanto
como transportadores de lipidos (Rodenburg et al., 2005), como particulas sensoras
en el reconocimiento de lipolisacéridos, toxinas y en la produccidn especies reactivas
de oxigeno, por lo que juegan papeles importantes en la respuesta inmune de los

insectos (Cheon et al., 2006).

Los mecanismos sensores son capaces de distinguir entre bacterias gram-
positivas y bacterias gram-negativas. La pared celular de las bacterias esta formada
por peptidoglucanos (PGN), que son glucopéptidos formados por cadenas alternas
de acido N-acetilmuranico y N-acetilglucosamina unidas por enlaces peptidicos

(Mengin-Lecreulx et al., 2005).

Las moléculas que reconocen estas formas especificas de PGN son las
proteinas de reconocimiento de peptidoglicanos o PGRPs y éstas activan las

diferentes rutas o cascadas de sefalizacion que inducen la produccion de pépti
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dosantimicrobianos, la fagocitosis y la hidrélisis de PGNSs, entre otros mecanismos de

respuesta (Pili-Floury et al., 2004).

Las proteinas que contienen thioéster o TEP's son otro grupo de
moléculas capaces de reconocer patégenos, y ademas inducen la fagocitosis, la
actividad proteolitica del insecto para la destruccion del patdgeno y la activacion de la
ruta JAK/STAT (Agaisse et al., 2004). Diferentes proteinas TEP son responsables de
detectar diferentes microbios para su ingestion y destruccion por parte de los
hemocitos, proceso que se conoce como opsonizacion. En D. melanogaster existen
seis proteinas TEP y se ha observado la induccion de 3 de ellas en hemocitos y
cuerpo graso después de la infeccion con Escherichia coli y Micrococcus luteus

(Lagueux et al., 2000).

2.5.4.3 Regulacion de la respuesta: las rutas de sefializacion
Tras el primer paso de deteccion de los patdgenos, se activan diferentes vias

de sefializacion que desencadenaran las respuestas de defensa del insecto. Se han
descrito principalmente tres rutas que modulan la respuesta inmune en insectos: la
ruta Toll, la ruta de la inmunodeficiencia (IMD) y la ruta JAK/STAT (Janus

Kinases/Signal Transducers and Activators of Transcription)(Lemaitre et al., 2007).

La ruta Toll responde béasicamente a la infecciébn producida por bacterias
grampositivas y hongos. Esta ruta se encuentra muy conservada evolutivamente y
juega un papel clave en el establecimiento del eje dorso-ventral en embriones de

varios insectos, asi como en varios procesos de desarrollo (Belvin et al., 1996).
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La ruta Imd responde basicamente a la infeccion de bacterias gram-negativas
y a algunas gram-positivas. En lepidopteros se ha observado que la inyeccion de E.
coli (bacteria gramnegativa) induce esta ruta aumentando la expresion de relish y del

AMP cecropina B1 en el cuerpo graso (Tanaka et al., 2007).

La ruta JAK/STAT se ha visto implicada en la respuesta a bacterias
gramnegativas (Buchon et al., 2009) y a virus. Se ha propuesto que esta ruta podria
actuar respondiendo al dafio celular producido en la infeccién (Jiang et al., 2009),
aunqgue la activacion de esta ruta no es suficiente para superar la infecciéon (Dostert

et al., 2005).

2.5.4.4 Péptidos antimicrobianos
Los AMP’s son péptidos pequefios que poseen propiedades antimicrobianas

cuya funcion es matar a los microorganismos que invaden un organismo huésped

(Imler et al., 2005).

Los AMPs son capaces de permeabilizar las membranas procariotas,
causando la desestabilizacion de la membrana debido al desplazamiento de los
lipidos de ésta como por la inserciébn de carga positiva en la membrana con carga

negativa de la célula procariota (Shai, 2002).

Los AMP’s una vez sintetizados en el cuerpo graso son liberados a la
hemolinfa, donde su permanencia es muy variable (Uttenweiler-Joseph et al., 1998).
Algunos AMP’s que se encuentran conservados en los insectos son la Cecropina,
Defensina y Atacina; algunos son especificos de la especie o del orden (Imler et al.,

2005).
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Un grupo especial de AMPs son las lisozimas, cuya funcion es la hidrélisis de
los puentes entre las cadenas de peptidoglucanos que forman la pared celular de las

bacterias, causando la lisis celular (Gandhe et al., 2007).

2.5.4.5 Especies Reactivas de Oxigeno
Las infecciones naturales por bacterias inducen una rapida produccién de

especies reactivas de oxigeno (ROS), siendo una reaccion obligatoria para mantener
bajo control el crecimiento de las bacterias en el aparato digestivo. Aunque este
sistema es capaz de controlar la microbiota intestinal, no es lo suficientemente
potente para la eliminacion de una infeccion bacteriana adquirida por via oral

(Charroux et al., 2010).

2.5.4.6 Melanizacion
La melanizacién contribuye a la respuesta inmune, aislando las rupturas

cuticulares y encapsulando los microorganismos. Ademéas, en los sitios de
melanizacion se producen especies reactivas de oxigeno que actian contra los
patogenos (Nappi et. al., 1995). Algunas bacterias provocan una respuesta

melanocitica en los sitios de la infeccion (Brandt et al., 2007).

2.5.4.7 Opsonizacion
La opsonizaciéon es el proceso en el cual las opsoninas marcan al patdgeno

para su fagocitosis. Estas son moléculas que se unen a la membrana del patdégeno

acelerando su posterior fagocitosis (Stroschein-Stevenson, et al., 2006).

2.5.4.8 Coagulacion
La coagulacién es un proceso muy importante ya que limita la pérdida de

hemolinfa y crea una nueva barrera para evitar infecciones, inmovilizando las

bacterias y promoviendo su muerte. El mayor componente de estas fibras es una
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proteina llamada Hemolectina (Goto et al., 2003). Este proceso es independiente de

melanizacion (Scherfer et al., 2004).

2.5.4.9 Respuesta inmune celular
Este tipo de respuesta se ha observado principalmente en los hemocitos

presentes tanto en su forma libre circulante como sésiles. Estas células son capaces
de llevar a cabo diferentes funciones en la respuesta inmune: fagocitosis, secrecion

de opsoninas y AMPs, encapsulacion y nodulacion (Stuart et al., 2005).

2.5.4.10 Fagocitosis
La fagocitosis es la captacion celular de un sustrato, siendo un proceso

fundamental en organismos eucariotas y esencial en la limpieza de objetos dafinos
en el organismo (Stuart et al., 2005). Este proceso requiere el reconocimiento de la
particula mediante la union al receptor, seguido de la formacién del fagosoma y la
internalizacion de la particula mediante procesos dependientes de actina (Agaisse et

al., 2005).

2.5.4.11 Encapsulacion
La encapsulacion es otro proceso celular en el cual los hemocitos son

activados y forman una capsula multicapa alrededor del objeto extrafio. Para ello los
hemocitos producen melanina y especies reactivas de oxigeno, con el objetivo de

matar al parasito que se encuentra en su interior (Nappi et al., 1995).

2.5.4.12 Nodulacion
En la nodulacion los hemocitos se agregan alrededor de las bacterias, hongos

o virus. La diferencia con la encapsulacién radica en el tamafio del patdgeno, ya que

en esta Ultima se trata de patégenos de gran tamafio (Beckage, 2008).
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2.5.4.13 Andlisis de la microbiota intestinal de insectos.
En estudios recientes sobre microbiota basada en la identificacion bacteriana

mediante secuenciacion del ARNr 16S, muchos investigadores han informado sobre
la diversidad de microorganismos presentes en el tracto digestivo de los insectos
(Colman et al., 2012). Mientras que éstos estan empezando a producir una imagen
de la diversidad bacteriana y la participacion en las regiones del tubo digestivo de los
insectos, los estudios deben ser interpretados con cautela, ya que se utilizan
diferentes tejidos para la extraccion de ADN a partir de células bacterianas y

diferentes métodos de secuenciacion (Engelbrektson et al., 2010).

2.6 Salmonella

2.6.1 Historia
En 1813, Petit y Serres caracterizaron la fiebre tifoidea antes de la era de la

bacteriologia, basandose en los signos clinicos y las lesiones ulcerosas del intestino

(Barreto y Rodriguez, 2012).

En Inglaterra en el afio 1850, William Jenner distinguid los sintomas de la
tifoidea basandose en la evidencia patoldgica del engrosamiento de las placas de
Peyer y de los nédulos linfaticos mesentéricos; resaltando que los ataques previos de
la fiebre tifoidea protegian de ataques subsecuentes, mientras que en el caso del

tifus no sucedia lo mismo (Boyen et al., 2008).

Seis afos después en 1856, Budd describio la naturaleza infecciosa de la
fiebre tifoidea de acuerdo a datos epidemioldgicos, sugiriendo que la transmision de
la enfermedad ocurria a través del agua contaminada con desechos y que la fuente

del agente infeccioso eran las heces humanas (Romero, 2007).
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En 1885, Salmon y Smith descubrieron el Bacillus choleraesuis durante una
epidemia de colera porcino, describiéndole erroneamente como agente etiologico de

la fiebre tifoidea.

El término Salmonella sp. fue creado por Lignieres en el afio 1900, tomando
como tipo el bacilo del célera del cerdo (Chiu et al., 2004). El bacilo de Eberth, el
bacilo paratifico A y el bacilo paratifico B, fueron incluidos posteriormente en el
género Salmonella sp., de acuerdo con las conclusiones del Subcomité de las
Salmonellas de la Asociacion Internacional de Microbiologia (Barreto y Rodriguez,

2012).

Antes de 1883, existian multiples especies de Salmonella sp. que fueron
taxondmicamente aceptadas; sin embargo, como resultado de experimentos que
indican un alto grado de ADN similar, todos los aislados de Salmonella sp. fueron
clasificados en una sola especie denominada Salmonella choleraesuis (Barreto y
Rodriguez, 2012); estas especies fueron posteriormente subclasificadas dentro de 6
subgrupos basados en el ADN similar y su rango de hospedantes como: entérica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. En 1999, Euzeby propuso la
designacion Salmonella enterica como un “especie neotipo”; reemplazando a las

especies del genero Salmonella de S. choleraesuis a S. enterica (Chiu et al., 2004)

Méas de 2500 serotipos, algunos como typhi y paratyphi; estan adaptados a
humanos y no tienen ningun otro hospedante natural. Otros como los serotipos
typhimurium y enteritidis, tienen un amplio rango de hospedantes y pueden infectar

una considerable variedad de animales. Algunos como el serotipo choleraesuis
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(cerdos), serotipo dublin (ganado vacuno y teneros) y serotipo arizonae (reptiles); son
altamente adaptadas a especies animales especificas pero ocasionalmente infectan

humanos (Frank et al., 2002).

2.6.2 Nomenclatura de Salmonella
La nomenclatura y clasificacion de Salmonella sp. ha variado de forma

reiterada desde el concepto serotipo-especie propuesto por Kaufmann en 1966

(Popoff et al., 2003).

La aplicacién de técnicas de Biologia Molecular para precisar las especies
reales que conformaban el género, dio pie a que el Centro de Referencia e
Investigacion de Salmonella de la Organizacién Mundial de la Salud en el Instituto
Pasteur (WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella),
reconociera la existencia de soélo dos especies: Salmonella bongori y Salmonella

enterica (anteriormente designada Salmonella choleraesuis) (Uribe y Suarez, 2006).

Salmonella bongori no es patégena (Hansen-Wester et al.,, 2006), es una
bacteria oportunista en animales poiquilotermos. Algunas publicaciones la refieren
como muy raras veces vinculada a infecciones en humanos (Pignato et al., 1998).
Los estudios moleculares concluyen que esta especie persiste como legado de una

antigua separacion del género Salmonella (Hansen-Wester et al., 2006).

Salmonella enterica comprende seis subespecies que se diferencian por sus
caracteristicas bioquimicas y genéticas; aunque no estrictamente exactas, en
ocasiones se les menciona como subgrupos bajo numeracion romana: | enterica; Il
salamae; Ill a arizonae; Il b diarizonae; IV houtenae; VI indica (Uribe y Suéarez,

2006). El numero romano V se reserva para los serotipos de S. bongori, S. enterica
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subsp. enterica (o0 subgrupo I); se divide en cinco serogrupos: A, B, C, Dy E . Cada
uno comprende multiples serotipos, al punto que se han identificado mas de 2500
(Ryan y Ray, 2004) y causan el 99 % de las salmonelosis en humanos y animales

superiores (Gutiérrez et al., 2008).

2.6.3Taxonomia de Salmonella segun Barreto y Rodriguez (2012)
Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella
Especies: S. bongoriy S. enterica
Subespecies
enterica
salamae
arizonae
diarizonae
houtenae
indica
2.6.4 Caracteristicas generales.
Salmonella sp. es un género de la familia Enterobacteriaceae, Gram-negativa,

en forma de bacilo, anaerobia facultativa, asporégena, no encapsulada. Su tamafio
oscila de 0.3 a 1 pm x 1.0 a 6.0 um (Alvarez, 2007). Las formas moviles poseen
flagelos moviles (excepto Salmonella gallinarum y Salmonella pullorum) (Jurado et
al., 2010). Esta puede multiplicarse y crecer facilmente en medios de cultivo

artificiales (Katscher, 1997). Es la enterobacteria de mayor importancia en salud
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publica por producir trastornos del tracto gastrointestinal y septicemia, no solo en

humanos sino en la mayoria de especies animales (Cubillos, 2009).

2.6.5 Habitat
La Salmonella comunmente infectando a humanos, ganado bovino, porcino,

ovino, mamiferos silvestres, reptiles, aves e incluso insectos (Althouse et al., 2003)
también en caninos, felinos, ovejas, cerdos y equinos (Mastroeni et al., 2000).
Generalmente infecta por via fecal-oral, y se encuentra generalmente en aguas
residuales, mar y aguas de rios. Pueden contaminar una gran variedad de alimentos

(Mastroeni et al., 2000).

La mayoria de los serotipos de Salmonella sp. (59%) se incluyen dentro de la
especie S. enterica subsp. enterica, que es el agente causal del 99% de las
infecciones en humanos y animales de sangre caliente; incluyendo la fiebre tifoidea y
la gastroenteritis. El resto de las subespecies se aislan normalmente de animales de

sangre fria y del ambiente (Brenner et al., 2000).

2.6.6 Patogénesis, transmision y virulencia.

Salmonella sp. es un importante patégeno transmitido por alimentos y de
importancia zoonética (Cubillos, 2009). Los animales se consideran como reservorios
de la infeccion en humanos. Resulta imposible determinar el alcance real de la
salmonelosis transmitida por la carne de cerdo, la cual es considerada como una de
las principales fuentes para los humanos, después de los huevos y la carne de aves
(Baptista et al., 2009). De igual manera esta bacteria puede ser transmitida en
lacteos, frutas o verduras contaminadas con heces de animales (Bearson et al.,

2006) y carne mal cocida. Algunos estudios han aislado Salmonella sp. en bagre de
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canal (Ictalurus punctatus) debido a la mala calidad del agua, contaminacion fecal de
animales salvajes, pobres condiciones sanitarias y mala distribucion o

comercializacién (Pa and Marshall, 2009).

La Salmonella sp. ingresa al organismo humano por via oral, a través de la
faringe, el tracto respiratorio y conjuntiva. Se ha demostrado que la Salmonella sp.
puede ser aislada de los linfonédulos mesentéricos, del contenido rectal y fecal

después de 3 horas post-infeccion (Wray et al., 2000).

El tracto gastrointestinal ofrece un ambiente de estrés a las bacterias
invasoras. El primer mecanismo de defensa del huésped después de la infeccién oral
es la barrera acida del estbmago, siendo una barrera importante para la colonizacion
y la infeccion del tracto gastrointestinal de microorganismos; reduce el numero de
bacterias viables y si algo afecta el pH del estbmago podrian aumentar el nUmero de
Salmonellas que puedan colonizar (Haesebrouck et al., 2004). Esta muerte de
bacterias provoca la liberacién de endotoxinas que pueden provocar una septicemia
(Cubillos, 2009). Sin embargo, Salmonella enterica serotipo typhimurium y E. Coli
0157:H7 han demostrado poseer adaptacion contra el estrés acido (Audia et al.,

2001).

2.6.7 Isla de patogenicidad SPI-I
La SPI-1 fue el primer locus mayor de patogenicidad descrito para Salmonella.

Fue encontrado en base a una propiedad fundamental, la invasividad. La idea inicial
fue identificar un mutante natural de S. typhimurium que no invadiera células
epiteliales en cultivo. Posteriormente, se clond en un vector plasmido una mezcla de

fragmentos del genoma de una cepa naturalmente invasiva (banco de genes), y se
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introdujo a células del mutante, identificando un fragmento que le conferia la
capacidad invasiva. Asi se aislo un fragmento que contenia genes de invasividad,
que fue denominado invCBA (Vasquez-Arroyo, 2004). Esta regiébn ha sido
extensamente estudiada y el nUmero de genes en él contenida se ha extendido a 30.

Se encuentra en el centisoma 63 y abarca 40 kb (Calva, 2002).

2.6.8 Diagnostico de Salmonella
El género Salmonella es el agente causal mas frecuente de enfermedades de

transmision alimentaria, por esto es uno de los mas estudiados. En los paises
industrializados la Salmonella sp. infecta humanos, principalmente a través del
consumo de comida de origen animal de cerdo, bovinos, aves de corral y huevos
(Jense et al., 2004). Es por esto que su diagndstico e identificacion toma gran
importancia en el laboratorio. Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium son los

serotipos aislados con mayor frecuencia en cerdos (Baptista et al., 2009)

2.6.8.1 Método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Esta técnica sintetiza muchas veces una fracciéon de la cadena de ADN,

copiandolo y amplificAndolo; facilitando y aumentando la probabilidad de identificar
determinados virus o bacterias causantes de una enfermedad. Posee ventajas
inherentes que la caracterizan y por ende es un excelente método aplicable a la
deteccidén e identificacion de Salmonella sp. y de otros patdgenos. Ademas, las
cepas carentes de antigenos somaticos (O) y/o flagelares (H) (cepas rugosas), que
s6lo son reconocidas como Salmonella spp. por el método tradicional de
serotipificacion, pueden ser identificadas mediante PCR; debido a que esta técnica
detecta secuencias especificas de ADN y no es alterada por variaciones fenotipicas,

gue se pueden evidenciar por patrones bioquimicos (Velilla et al., 2006).
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La técnica de PCR ha sido utilizada como herramienta de investigacion de
focos de brotes alimentarios y en la identificacion de agentes etioldgicos
responsables. Este método presenta alta sensibilidad, especificidad y menor tiempo
de proceso. La realizacion de la deteccion por el método de la PCR depende en
parte, de la extraccion del DNA y la especificidad de los primers. Las matrices
ambientales, alimentarias y clinicas son muy complejas, debido principalmente a la
elevada cantidad de proteinas, glacidos y lipidos existentes, como la presencia de
otros microorganismos; esto contribuye a limitaciones de la técnica (Urrutia et al.,

2006).

2.6.8.2 RFLP’s

La técnica RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) descrita por
Kan y Dozy en 1978, se basa en la deteccion de fragmentos de ADN de distinto peso
molecular, después de someterlo a un proceso de digestion con una enzima de
restriccién determinada. Dependiendo de si la enzima utilizada es de corte frecuente
0 no, se obtiene mayor o menor niumero de fragmentos. Inicialmente se utilizaron
enzimas de restriccion de corte frecuente que proporcionaban patrones de restriccion
electroforéticos con un gran niumero de bandas. La tecnologia RFLP se utiliza como
primer paso en los métodos de hibridacion como el IS200-RFLP (Jeoffreys et al.,
2001) entre otros y se considera variante del método PCR, cuando se aplica a una

secuencia conocida de ADN amplificada, es decir, PCR-RFLP (Kisiela et al., 2005).

El gen fliC tiene regiones terminales conservadas y una region central variable

la cual determina la especificidad antigénica y varios trabajos han demostrado que el
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gen fliC es ideal para discriminar entre serotipos de Salmonella sp. mediante PCR-

RFLP particularmente por digestion doble (Dauga et al.,1998; Hong et al., 2003)

2.6.8.3 Gen de invasividad A (invA)
El gen invA ha sido ampliamente utilizado en estudios para la deteccion de

Salmonella spp. en muestras de alimentos, debido principalmente a la estabilidad
que presenta desde el punto de vista genético (Li & Mustapha, 2004)

El invA es un gen importante en la virulencia de Salmonella sp. Este gen es un
factor de virulencia relacionado con el proceso de invasion al epitelio intestinal y
utilizado por otros enteropatdgenos como Shigella spp. durante el proceso de
infeccion. El gen invA es comun en todas las variedades invasoras, lo que significa
gue se puede asociar con posibles cuadros virulentos. Se encuentra codificado en el
cromosoma bacteriano, lo que le confiere mayor estabilidad en una regién conocida
como isla de patogenicidad 1 de Salmonella sp. (SPI1). Esta isla codifica, entre otras

proteinas del sistema de secrecion tipo Il (Zhang et al., 2003).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion geogréafica del municipio de Torreén, Coahuila.
La colecta de cucarachas se realizd en el area urbana del municipio de

Torredn, Coahuila; México; el cual se encuentra ubicado en la parte suroeste del
estado de Coahuila. Su posicién geografica estd determinada por las coordenadas
25° 32' 40" latitud norte y 103° 26' 30" longitud oeste. La extension territorial del
municipio es de aproximadamente 1,947.7 km?. Se encuentra a una altitud promedio
de 1140 metros sobre el nivel del mar (INEGI, 2013).

El desarrollo de éste trabajo se realiz6 durante el periodo comprendido entre
los meses de Junio a Noviembre del afio 2012.
3.2 Clima

La region es de clima estepario, con escasas lluvias, apenas entre 100 y 300
mm como media anual; la mayoria de estas precipitaciones van desde abril hasta
octubre. La temperatura fluctia entre los 0 y 40 grados centigrados, pero puede
alcanzar hasta 44 °C en verano y -8 °C en invierno (INEGI, 2013).

Los vientos predominantes tienen direccion sur con velocidad variable de 20 a
44 kilbmetros por hora, los cuales generalmente provocan tolvaneras que cubren la
visibilidad hasta algunos metros de distancia (INEGI, 2013).
3.3 Zona urbana

La zona urbana tiene clima muy seco semicdalido y esta creciendo sobre
terrenos previamente ocupados por agricultura y matorrales. La poblacién actual del

municipio de Torreon es de 1, 230,000 habitantes (INEGI, 2013).
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3.4 Colectay preservacion de especimenes

Los sitios de muestreo incluyeron 10 hospitales, 10 escuelas, 10 restaurantes
y 50 casas habitacion. En cada uno de los hospitales, restaurantes y escuelas se
colectaron 10 especimenes, mientras que en cada una de las casas habitacion dos
especimenes, para un total de 400 cucarachas. La colecta se hizo al azar y de forma
directa. Las cucarachas colectadas se conservaron con etanol al 96% en frascos de
125 ml, hasta su diseccion.
3.5 Diseccion de cucarachas

Las cucarachas se colocaron en un plato de cera y se sujetaron con dos
alfileres de costura en el area del pronoto; posteriormente con unas tijeras de
diseccion se retiraron las alas anteriores y posteriores y se cortaron los escleritos del
abdomen hasta el area del pronoto. Con unas pinzas previamente desinfectadas en
etanol al 96% y un escalpelo con un bisturi nuevo, se procedié a retirar todo el
aparato digestivo. Este se coloc6 en un vidrio reloj, donde se maceré para
posteriormente colocarlo en un vial de 1.5 ml. para su conservacién hasta su uso se

colocaron en un congelador a -20° C.

3.6 Extraccién de ADN
Las muestras se llevaron al laboratorio de Citogenética de la FAZ-UJED donde

se realiz6 la extraccion de ADN siguiendo el método CTAB (cetyltrimethylammonium

bromide).

Se inactivo la muestra, poniéndola a hervir por cinco minutos y se adicionaron
50 pl de lisozima (10 mg/ml), se agitd e incubé a 37 °C durante una hora.

Posteriormente se agregaron 100 pl de SDS 10%, mas 10 pl de proteinaza K (10
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mg/ml), se agité e incubo a 65 °C durante 10 minutos; posteriormente se agregaron
100 pl de NaCl 5M y se agité. Se adicionaron a la mezcla 100 ul de CTAB. Esta se
agité nuevamente e incub6 durante 10 minutos a 65 °C. Se inactivaron las enzimas
en agua hirviendolas durante 5 minutos, se agregaron 600 pl de SEVAG, se
centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos y se transfirieron 300 ul de sobrenadante a
un tubo nuevo. Se adicionaron 180 pl de (0.6 volumenes) de alcohol isopropilico frio

para precipitar los acidos nucleicos, se enfrio la mezcla a -20 °C durante una hora.

Nuevamente se centrifugaron los tubos a 13,000 rpm por 15 min y se descartd
la mayoria del sobrenadante. Se adicioné 1 ml de etanol frio y después se procedio a
centrifugar a 13,000 rpm por 10 minutos, para descartar el sobrenadante, dejando 20
ul por encima del boton de ADN. De nuevo se centrifugd a 10,000 rpm por 1.5
minutos y se descartd la mayoria del sobrenadante cuidadosamente. Se invirtio el

tubo y se dej6 secar a temperatura ambiente.

El ADN obtenido se resuspendio en 20 ul de buffer TE 1X, se incub6 a 65° C

durante 20 minutos y se almacend a -20 °C hasta su uso.

3.7 Reacciones PCR
Para el diagnostico molecular de Salmonella sp., se usaron iniciadores

especificos para amplificar en reacciones separadas de PCR los genes invA y fliC.
Las reacciones de PCR contenian 25 pmoles de cada uno de los iniciadores (Cuadro
2), dNTP’s a una concentracion de 2.5 mM (Invitrogen), 1.5 U de Taq DNA
polimerasa (Invitrogen), 2.5 ul de buffer 10X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM
KCI), 10-200 ng de ADN templado y Agua Mili-Q para completar un volumen de 25 pl.

Las secuencias de los oligos utilizados se muestra en el cuadro 2.
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Para el gen invA, las condiciones del termociclador (Tech NE TC-512, Barlo
World Scientific, USA) fueron un ciclo a 95 °C durante 1 minuto, seguido de 35 ciclos
de tres pasos: desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, alineacion de primers a 58
°C por 30 segundos y una extension a 72 °C por 30 segundos, con una extension

final a 72 °C por 10 min.

Para el gen fliC todo el proceso fue exactamente igual, excepto la temperatura
de alineacion que fue de 60 °C. Los productos de PCR, el control positivo (S.
enteritidis) y el marcador de peso molecular, fueron visualizados en gel de agarosa
al 1.5% y tefidos con Gel Red y capturada la imagen en un fotodocumentador

WiseDoc WGD-20 (DAIHAN Scientific Co. Ltd. Korea).

Para el gen invA de Salmonella sp. se utilizé un marcador hyperladder 100-pb
(Bioline, USA) y para el gen fliC de Salmonella sp. se utiliz6 un marcador Ladder de

250-pb (Invitrogen, USA) para determinar el tamafo de los productos de PCR.

Cuadro 2. Primers utilizados para la amplificacién de PCR de los genes invA y fliC de Salmonella sp.

Gen Primers Autor

invA 5 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 3" Rahn et al., (1992)
5 TCATCCACCGTCAAAGGAACC 3
fliC 5"  GCACAAGTCATTAATACAAACAGCC 3 Dauga et al (1998)

5 TTAACGCAGTAAAGAGAGGACG 3

3.8 PCR-RFLP
La determinacion del serotipo de Salmonella sp. presente en el ADN obtenido

del tracto digestivo de las cucarachas se realiz6 mediante digestiébn enzimatica del
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producto de PCR del gen fliC con la endonucleasa Sau3Al (Promega, Madison WI,

USA) .

Después de la incubacion, 6 pl de la digestién se mezclaron con 3 pl de buffer
de carga (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol, 30% de glicerol) y la
electroforesis se realizd en un gel de acrilamida al 10%. La muestra se corrio durante
2.5 horas a 100 V en buffer 1X Tris-borato-EDTA. El Hyperladder 100-pb (Bioline) se
utiliz6 como marcador molecular para determinar el tamafio de los fragmentos de

restriccion. Los geles se tifieron y se fotografiaron.

3.9 Analisis de datos
Los datos obtenidos fueron analizados mediante la prueba de X*;con nivel de

significancia de (0.01). Dicha prueba permiti6 determinar la existencia de diferencias
significativas entre las proporciones de muestras positivas de cucarachas colectadas

de hospitales, restaurantes, hogares y escuelas.
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4. RESULTADOS

En este estudio 400 cucarachas de la especie Periplaneta americana L. fueron
colectadas en hospitales, restaurantes, escuelas y casas habitacién. En general, el
9.25% (37/400) de las cucarachas fueron portadoras de Salmonella sp. En relacion
con el origen de colecta, se presentd un mayor porcentaje de Salmonella sp. en el
tracto digestivo de las cucarachas colectadas en casas habitacion, siendo este
menor porcentaje en las colectadas en escuelas, restaurantes y hospitales (Cuadro
3). Se presentd diferencia significativa (P<0.01) en la incidencia de Salmonella sp.
entre las cucarachas colectadas en casa habitacion, hospitales, restaurantes y
escuelas. Al excluir casa habitacion y solo comparar la incidencia entre escuelas,
hospitales y restaurantes se encontr6 diferencia significativa (P<0.01). Sin embargo,
no se presentd diferencias significativas (P>0.01) en la incidencia de Salmonella

entre las cucarachas colectadas en restaurantes y escuelas (Cuadro 4).

Cuadro 3. Resultados de cucarachas positivas y negativas a Salmonella sp. portada en el tracto

digestivo y analizadas por PCR.

Salmonella sp., en el tracto digestivo de Periplaneta americana

Habitat NUmero de muestras Muestras positivas ~ Muestras negativas
Casas habitacion 100 25 (25%) 75 (75%)
Escuelas 100 6 (6%) 94 (94%)
Hospitales 100 3 (3%) 97 (97%)
Restaurants 100 3 (3%) 97 (97%)

Total 400 37 (9.25%) 363 (90.75%)
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Cuadro 4. Prueba de X?

Prueba de homogeneidad (X?)

Comparando X? calculada X? tablas
4 Clases
_ o 40.11 11.34 (3 gl;a 0.01)
(Hospital, Casa habitacién, Escuela, Restaurantes)
3 Clases
10.56 9.21 (2 gl;a 0.01)
(Hospitales, Restaurantes, Escuelas)
2 Clases
5.9 6.64 (1 gl;a 0.01)

(Escuelas, Restaurantes)

La presencia de Salmonella sp. en el tracto digestivo de las cucarachas fue
determinada mediante PCR amplificando los genes invA y fliC. La figura 1 muestra
los productos de PCR del gen invA obtenidos a partir del ADN extraido del tracto
digestivo de cucarachas colectadas en hospitales (A), escuelas (B), casas

habitacién (C) y restaurantes (D) y portadoras de Salmonella sp.

123 +M 123456M+ 12345M67+ + M 1 2 3

a1 T T I T

Figura 1. Productos de PCR del gen invA de Salmonella sp. a partir de ADN obtenido del tracto
digestivo de: A. Lineas 1-3 = cucarachas colectadas en hospitales. B. Lineas 1-6 = cucarachas
colectadas en escuelas. C. Lineas 1-5, 6 y 7 = cucarachas colectadas en casas habitacion. D. Lineas
1-3 = cucarachas colectadas en restaurantes.+ = control positivo (S. enteritidis). M = marcador

molecular 100 pb. El fragmento observado es de 287 pb.
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El tamafo de los productos de PCR del gen fliC amplificados a partir del ADN
obtenido del tracto digestivo de las cucarachas positivas a Salmonella sp. fue para
todos los amplicones de aproximadamente 1.5 kb de tamafio (Figura 2A). Los
productos de PCR del gen fliC fueron cortados con la enzima Sau3Al generandose
un patrén de restriccion en todos los amplicones que correspondio con el de S.
enteritidis (Figura 2B).

A B
12345678+ M 1 234M5 +

Figura 2. A. Lineas 1-8 = productos de PCR del gen fliC amplificado a partir del ADN obtenido del
tracto digestivo de cucarachas, + = control positivo S. enteritidis, - = control negativo, M1 = marcador
molecular 250 pb. B. Lineas 1-5 = perfiles de restriccion del gen fliC obtenidos con la enzima Sau3Al,

+ = control positivo S. enteritidis, M2 = marcador molecular 100 pb.
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5. DISCUSION

En el aréa urbana de Torredn, Coahuila, México la especie de cucaracha mas
abundante es P. americana (Herndndez-Rodriguez et al., 2013). Esta es una especie
peridomestica, omnivora, que para satisfacer sus necesidades de agua, alimento y
humedad tiene como habitat el sistema de alcantarillado y drenaje de las ciudades
(Ponce et. al.,, 2005), y son capaces de portar y acarrear en su parte externa y
diseminar bacterias, hongos, helmintos y virus de importancia médica (Tatfeng et al.,
2005). Entre las bacterias que porta P. americana se encuentra la bacteria
Salmonella sp., la cual ha sido aislada de reptiles, aves e incluso insectos (Althouse
et al., 2003).

En este estudio mediante PCR se encontr6 al genero de Salmonella sp. y
mediante PCR-RFLP se encontré el serotipo S. enteritidis, lo cual se consigna lo
reportado por Ramirez (1989), donde aislé del tracto digestivo y heces de P.
americana dos serotipos de Salmonella sp. (S. enteritidis y S. oranienburg). Sin
embargo, en estudios mas recientes se ha encontrado el género Salmonella sp. en el
tracto digestivo de P. americana, sin realizar estudios de tipificacion (Fathpour, 2004;

Tachbele, 2006; Bagde, 2013).

Fathpour (2004) y Tachbele (2006), reportaron una incidencia de Salmonella
sp. en tracto digestivo de P. americana del 22.5% y 26.5% respectivamente; las
cuales fueron colectadas en hospitales. Dichos porcentajes difieren con los
encontrados en este estudio, ya que la presencia de Salmonella sp. en el tracto
digestivo de P. americana colectadas en hospitales fue del (3%). El porcentaje de

incidencia de Salmonella sp. encontrado en las cucarachas provenientes de
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hospitales coincide con lo reportado por Akinjogunla et al. (2012) quienes indican que
la presencia de desechos de sanitizantes y antibioticos alteran la microbiota del
tracto digestivo de las cucarachas, por lo que las cepas suceptibles no sobreviven,
mientras que las bacterias que adquieren una resistencia a estos antibiéticos logran

sobrevivir.

La incidencia de Salmonella sp. en tracto digestivo de cucarachas colectadas
en restaurantes fue del 3%, que es similar al 4.3% reportado por Tachbele (2006); y
el porcentaje de escuelas para este estudio fue de 6%, aunque no se encontraron
estudios para comparar estos resultados. Las condiciones de higiene, como la
presencia de sanitizantes, que tambien sirven como bactericidas y que son muy
usados comunmente para la desinfeccién de superficies, bafios y cocinas pueden
explicar estd baja incidencia de Salmonella sp. tal como lo consigna Mpuchane

(2006).

La incidencia de Salmonella sp. en el tracto digestivo de las cucarachas
colectadas en casas-habitacion fue del 25%, mientras que Fathpuor (2004) encontré
71.25 % en este mismo habitat. Estos datos indican la variabilidad de la presencia de
Salmonella sp. en el tracto digestivo de P. americana, lo cual depende directamente
del hébitat en que se encuentre esta especie. La diferencia entre las incidencias de
Salmonella sp. pueden deberse a las condiciones bioquimicas del tracto digestivo de
las cucarachas como el pH, la disponibilidad de oxigeno y a los mecanismos

inmunoldgicos propios de la cucaracha (Harrison, 2001; Lemaitre et al., 2007)
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Los primers utilizados en este estudio demostraron una alta especificidad y
sensibilidad a la presencia de Salmonella sp., pues las reacciones de PCR
amplificaron Gnicamente las regiones esperadas a partir de los genes de interes, invA

y fliC de Salmonella sp. aun en presencia de ADN de otros microorganismos.

Se sabe que las cucarachas son portadoras de un alto nimero de géneros y
especies de bacterias como E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Salmonella sp, Pseudomonas
aeruginosa, Serretia marcescens, S. aureus, S. feacalis, S. epidermidis, Aeromonas
sp, Candida sp, Rhizopus sp, Aspergillus sp, entre otras (Tatfeng et al., 2005). Los
resultados del presente estudio indican que los primers aqui empleados se pueden
utilizar para la deteccion de Salmonella sp. a partir de cucarachas y otros insectos

(Figura 1).

El gen fliC tiene regiones terminales conservadas y una region central variable
la cual determina la especificidad antigénica. Varios trabajos han demostrado que el
gen fliC es ideal para identificar los serotipos de Salmonella sp. mediante PCR-RFLP
particularmente por digestion doble (Dauga et al.,1998; Hong et al., 2003). La
secuencia nucleotidica del gen fliC de S. enteritidis posee seis sitios de corte para la
endonucleasa Sau3Al, lo que generd los siete fragmentos que se observan en los
carriles de la Figura 2B, demostrando que el gen fliC a partir del cual se genero el

producto de PCR provenia de S. enteritidis.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion se concluye que
la bacteria Salmonella sp. esta presente en el tracto digestivo de Periplaneta
americana.

Se acepta la hipotesis planteada ya que la bacteria Salmonella sp. se
encuentra presente en el tracto digestivo de P. americana.

En relacién con el tipo de habitat de P. americana, la incidencia de Salmonella
sp. en casa habitacion fue de 25%; la incidencia en escuelas fue 6%, mientras que
en restaurantes y hospitales fue del 3%.

Las cucarachas constituyen un reservorio importante de patégenos, por lo
tanto, el control de las cucarachas minimizara considerablemente la propagacion de

enfermedades infecciosas en nuestro entorno.
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7. RECOMENDACIONES
Se recomienda buscar la presencia de Salmonella sp. en otras regiones del
cuerpo de Periplaneta americana en donde la bacteria pudiera estar presente como

son exoesqueleto, cuticula, hemolinfa y heces fecales.

Se recomienda realizar futuros estudios de presencia de bacterias patdgenas
incluyendo Salmonella sp. en otras especies de cucarachas asociadas a los
ambientes urbanos y previamente reportadas en el area de estudio del presente

trabajo como son Blatella asahinai y Blatella germanica.

Finalmente se recomienda realizar estudios de presencia de Salmonella sp.
en el tracto digestivo de P. americana en ambientes urbanos y periddmesticos para

conocer la incidencia y prevalencia de los porcentajes en esos lugares.
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