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RESUMEN. Algunas especies de cucarachas pueden ser reservorios y transmisores mecanicos de hongos,
helmintos, protozoarios, ademas de bacterias como Salmonella sp. El propoésito de esta investigacion fue
determinar la presencia de la bacteria Salmonella sp. en el tracto digestivo de la cucaracha americana
(Periplaneta americana L.). Se colectaron 100 cucarachas en los sistemas de alcantarillado y a los
alrededores de restaurantes del area urbana de Torreén, Coahuila, México. Las cucarachas fueron
diseccionadas para obtener el tracto digestivo, a partir del cual se extrajo ADN bacterial con la técnica
CTAB y se sometio a la PCR para amplificar el gen invA del género Salmonella. Los resultados mostraron
que la bacteria Salmonella sp. estd presente de manera natural en el tracto digestivo de la cucaracha
americana P. americana.
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Presence of Salmonella sp. in american cockroach Periplaneta americana L. (Blattodea:
Blattidae) in Torreon, Coahuila, Mexico

ABSTRACT. Some cockroaches species are reservoirs and mechanical vectors of fungi, helminths,
protozoans, as well as Salmonella bacteria. The main objective was to determine the presence of
Salmonella bacteria in the digestive tract of the American cockroach (Periplaneta americana L.). 100
cockroaches were collected in sewer systems within and around of restaurants of the urban area of
Torreon, Coahuila, Mexico. Cockroaches were dissected to obtain the digestive tract, bacterial DNA was
extracted by the CTAB technique and subjected to PCR to amplify the invA gene of Salmonella genus.
Our results showed the Salmonella sp. bacteria is naturally present in the digestive tract of American
cockroach P. americana.
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INTRODUCCION

Las cucarachas son insectos del orden Blattodea, el cual incluye 4622 especies descritas a
nivel mundial, de las cuales entre 10 a 15 especies son de importancia econdémica (Beccaloni,
2007; Beccaloni y Eggleton 2011). La cucaracha americana (Periplaneta americana L.) es una
especie ampliamente distribuida en la zona urbana de Torredn, Coahuila (Hernandez et al. 2013);
se localiza frecuentemente en depdsitos de agua, el sistema de alcantarillado, estructuras de
desagtie y areas perimetrales (Ponce et al. 2005).
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Las cucarachas sinantropicas actian como portadoras de microorganismos como las
bacterias (E. coli y Salmonella sp.), hongos, helmintos, protozoarios y virus (Kassiri y Kazemi,
2012); estos microorganismos pueden transmitirse de manera mecanica o por medio de arrastre,
aunque pocos reportes sefialan la importancia de las cucarachas en el ciclo de transmision directa
de patogenos a humanos (Fathpour et al. 2003).

El objetivo principal de este trabajo fue detectar y comprobar la presencia de Salmonella
sp. dentro del tracto digestivo de cucarachas Periplaneta americana L. colectadas en registros
sanitarios y periferia de restaurantes en el area urbana de Torredn, Coahuila, México.

MATERIALES Y METODO

Ubicacién del area de estudio. La colecta de especimenes se realizé en el municipio de
Torredn (25° 32' 40"N, 103° 26' 30" W, 1140 m.s.n.m.), Coahuila, México. El desarrollo de éste
trabajo se realizo durante el periodo comprendido entre los meses de junio y noviembre del 2012.

Recoleccion y diseccién de especimenes. Se recolectaron de manera directa 100
cucarachas P. americana en los sistemas de alcantarillado y en la periferia de los restaurantes
ubicados en el &rea urbana de Torredn, Coahuila, México. Los ejemplares se depositaron en el
Laboratorio de Parasitologia de la UAAAN-UL, donde se extrajeron y maceraron los tractos
digestivos de las cucarachas; posteriormente se formo un pellet en tubos eppendorf de 1.5 ml y se
almacenaron a -20 °C.

Extraccion de ADN bacteriano A partir de los pellets se realizo la extraccion de ADN
bacterial siguiendo el método CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) (Doyle y Doyle,
1987). EI ADN bacterial obtenido se resuspendio en 20 pl de buffer TE 1X pH 8 y se almaceno a
-20 °C.

Reacciones de PCR. Para la deteccion de Salmonella sp. se usaron iniciadores
especificos para amplificar el gen invA. Las reacciones de PCR contenian 25 pmoles de cada uno
de los iniciadores (Cuadro 1), 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 de KClI,
10-200 ng de ADN templado y Agua Mili-Q para completar un volumen de 25 pl. Para
amplificar el gen invA se utilizo el protocolo descrito por Rahn et al. (1992) utilizando un
termociclador Tech NE TC-512 (Barlo World Scientific, USA) con el siguiente programa
térmico: 1 ciclo a 95 °C durante 1 minuto, seguido de 35 ciclos conformados por una
desnaturalizacion (95 °C / 30 segundos), alineacion de primers (58 °C / 30 seg) y una extension
(72 °C / 30 seqg), agregando una extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR, el
control positivo (S. enteritidis) y el marcador de peso molecular, fueron visualizado en gel de
agarosa al 1.5% tefiidos con Gel Red y la imagen del producto amplificado fue capturada en un
fotodocumentador WiseDoc WGD-20 (DAIHAN Scientific Co. Ltd. Korea). Para el gen invA se
utiliz6 un marcador hyperladder 100-pb (Bioline, USA) para determinar el tamafio de los
productos de PCR.
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Cuadro 1. Primers utilizados para la amplificacion de PCR del gen invA para Salmonella sp.

Gen Primers Autor
invA 5" GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 3’ Rahn et al. (1992)
5" TCATCCACCGTCAAAGGAACC 3

RESULTADOS

De las 100 cucarachas Periplaneta americana colectadas en restaurantes, el 3% (3/100)
de los especimenes fueron portadoras de Salmonella sp.

La presencia de Salmonella en el tracto digestivo de las cucarachas fue determinada
mediante PCR amplificando el gen invA. La figura 1 muestra los productos de PCR del gen invA
obtenidos a partir del ADN bacterial obtenido del tracto digestivo de cucarachas colectadas en
restaurantes y portadoras de Salmonella sp. Los iniciadores utilizados en este estudio mostraron
una alta especificidad y sensibilidad, amplificando unicamente los productos esperados. Los
resultados de la PCR del presente estudio (Figura 1) sefialan que los cebadores se pueden utilizar
para la deteccién de Salmonella sp. parasitando el tracto digestivo de cucarachas americanas.

Figura 1. Productos de PCR del gen invA de Salmonella sp. a partir de ADN obtenido del tracto digestivo de P.
americana. Lineas 1-3 = cucarachas colectadas en restaurantes. + = control positivo S. enteritidis. M = marcador
molecular 100 pb. El producto de PCR observado es de 287 ph.

DISCUSION

En el aréa urbana de Torredn, Coahuila, México la especie de cucaracha méas abundante es
P. americana (Hernandez et al. 2013), 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). Se les ha asociado con los desechos y
falta de higiene (Tilahun et al. 2012). Las cucarachas son capaces de portar, acarrear y diseminar
con su parte externa algunas 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 otros insectos (Althouse et al. 2003). De los 100
tractos digestivos de cucarachas colectadas en este estudio, tres (3/100) fueron positivos para
Salmonella sp.; estos resultados son consistentes con los reportados por Devi y Murray (1991),
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Jalil et al. (2012) y Tilahun et al. (2005); quienes reportaron 1, 3 y 4 tractos digestivos de
cucarachas P. americana positivas a Salmonella sp. respectivamente.

La baja colonizacién microbiana en el aparato digestivo de los insectos puede relacionarse
al habitat inestable que presentan (Engel y Moran, 2013); la inestabilidad del habitat dentro del
tracto digestivo de las cucarachas no es impedimento para que exista colonizacion por
microorganismos, tal como fue reportado por Ramirez (1989) quien reporto la prescencia de
Salmonella oranienburg viable en heces de P. americana por mas de 140 dias, a diferencia de S.
enteritidis que se multiplicé pocas veces en la hemolinfa de esta especie y permaneci¢ viable de 4
a 6 dias.

Es importante considerar la presencia de cucarachas en ambientes potencialmente
patogénicos como los registros de drenaje sanitarios de los restaurantes, pero el bajo porcentaje
de Salmonella sp encontrado en los tractos digestivos de las cucarachas puede deberse al desecho
de sanitizantes que pueden alterar la microbiota interna de los blatodeos (Akinjogunla et al.
2012), de esta manera las cepas sensibles no sobreviven, mientras que las bacterias que crean
resistencia adquieren la capacidad de sobrevivir dentro del tracto digestivo de las cucarachas.

Los primers (Cuadro 1) utilizados en este estudio demostraron alta especificidad y
sensibilidad en las reacciones de PCR al amplificar el gen de invA de Salmonella sp. La ausencia
de la secuencia invA de Salmonella en bacterias invasivas (Yersinia sp., Shigella sp.) y
enteropatdgenas (E. coli) que también tienen la capacidad de invadir las células epiteliales,
demuestra la especificidad particular y la utilidad de este par de cebadores para la deteccién de
Salmonella sp. (Galan y Curtis, 1999).
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