UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

MICROBIOTA DE INSECTOS SINANTROPICOS: POTENCIALES VECTORES
DE INFECCIONES NOSOCOMIALES

POR

ADRIANA KARELY ORTEGA MARTINEZ

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN ENTOMOLOGIA MEDICA Y VETERINARIA

2022



MICROBIOTA DE INSECTOS SINANTROPICOS:
POTENCIALES VECTORES DE INFECCIONES
NOSOCOMIALES

Comité de Tesis

,‘
Dr. Pedro César Cantll Martinez

Presidente

P

DrEAfrén Ricardo Robledo Leal
Secretario//
92/
Dr. Gusfavo Ponce Garcia
Vocal

o

Dra. Adriana Elizabeth Flores Suarez
Vocal

R

Dra. Selene Marysol Garcia Luna
Vocal

Dra. Katiushka Arévalo Nifio
Subdirectora de Posgrado



MICROBIOTA DE INSECTOS SINANTROPICOS:
POTENCIALES VECTORES DE INFECCIONES
NOSOCOMIALES

Direccién de Tesis

e

Dr. Pedro César Cant(i Martinez
Director

e
T
Dra. Marfa Asuncién Lago Lestén
Director externo




DERECHOS RESERVADOS®
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta Tesis estd protegido, el uso de iméagenes,
fragmentos de videos, y deméas material contenido que sea objeto de proteccion de los
derechos de autor, sera exclusivamente para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde se obtuvo mencionando al autor o autores.

Financiamiento
Este trabajo fue financiado por el Programa de Apoyo a la Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica, PAICYT, UANL, con clave No. CN1613-21 y el Fondo Sectorial de
Investigacion para la Educacion SEP-CONACYT como parte del proyecto
“Alteraciones de la microbiota intestinal del mosquito Aedes aegypti y su efecto en el
nivel de susceptibilidad a insecticiditas” con clave No. A1-S-15485.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Gustavo Ponce y a la Dra. Adriana Flores quienes siempre estuvieron dispuestos
a darme sus consejos y opiniones y por permitir el desarrollo de este proyecto en el
laboratorio de Entomologia Médica de la FCB.

Al Dr. Efrén Robledo por creer en mi y siempre impulsar a todos sus alumnos a no darse
por vencidos.

A la Dra. Asuncion Lago jefe del Laboratorio de Metagenomica del CICESE y a la
Maestra Yamne Ortega lab manager de este, por sus ensefianzasas, paciencia y
disponibilidad para resolver todas mis dudas.

A la Dra. Selene Garcia por su entusiasmo, consejos y apoyo para el desarrollo de este
trabajo.

Al Dr. Pedro Cantu por sus palabras de aliento, atenciones, conocimientos y aceptar la
direccion del proyecto.

A CONACYT por el apoyo econdmico brindado durante los dos afios de este proyecto.

Al personal del Hospital Regional de Alta Especialidad Materno Infantil, en especial a
quienes colaboran en el departamento de Epidemiologia la Dra. Gabriela y la Dra. lleana
Moya; al equipo de Servicios Generales el Ing. Freddy y el Sr. Juan; y al Dr. Adrian
Patton del departamento de ensefianza por el gran apoyo y facilidades brindadas para el
desarrollo de esta investigacion en las instalaciones del hospital.

Al Q.C.B. Eleazar Vera Puente por su entusiasta participacién en el control de calidad
bacterioldgico de este estudio.

A mis padres Noelia Martinez Droauillet y José Isidro Ortega Salazar quienes con su
amor y apoyo incondicional me han ayudado a alcanzar todas mi metas.

A mis hermanas Mayté Darceth y Amanda Briseida por siempre escucharme, reir
conmigo e impulsarme a hacer mas.

A mi novio Alan Esteban Juache Villlagrana por su paciencia, apoyo, perseverancia y
ensefianzas, pero sobretodo por el amor que me da siempre.

A mi amigo Pedro Alberto Vallejo Cerda quien nunca ha dejado de estar a mi lado en
todos los momentos de necesidad y felicidad. Y a mis amigos Gaby, Marycruz, Lucy,
Jona, Eder y Armando por estar siempre en mi vida y brindarme muchos momentos de
alegria.

Y a Dios porque sigue poniendo en mi camino a muchas personas dispuestas a darme su
apoyo para cumplir mis metas.



DEDICATORIA

A mis padres, a mis hermanas y a mi Alan, por ser y estar siempre.



1. RESUMEN ...ttt sttt e et nte s nenbeaneene e
2. ABSTRACT .ottt bRt e ettt re e reeren
3. INTRODUGCCION ..ottt
4, ANTECEDENTES ...ttt sttt e ens
4.1  Etiologia de 18S Plagas.........ccocerririiiiiiieieeses e 5
4.2 Principales iNSeCtos SINANTIOPICOS ......c.cciiuiriririirieeserie e 6
O R O o7 = Tod o - LRSS 6
4.2.2 Mo0sCas dOMESLICAS Y CAITOMEIAS ........ccvevruirierieenieiieieie e 8
G T o (01 1] T - TSRS 10

4.3  Elrol de las Infecciones Asociadas a la Atencion Sanitaria ..........cc.cceevvevenennn. 11
4.4 Resistencia microbiana a [0S fArmacos...........cccovviiiiiiiinicics s 12
4.5  Implicaciones en salud PUDIICA...........ccceieeiieiiiieceee e 12
5. JUSTIFICACION ..ottt sttt
B, HIPOTESIS ..ottt
7. OBIETIVOS ...t bbbttt bbbt bt es
7.1 ODBJEtiVO gENETAL ......ocviiiieiece et e s 16
7.2 ODjetivos SPECITICOS.......ciieiiiiiieee e 16
8. MATERIAL Y METODOS.......coiimiiierirniisieeeesessesississ st essssessessss e ssssssssssnns
8.1  Descripcion del area de eStUIO..........cceieriiiiiiiiiie e 17
8.1.1 Hospital €N ESTUAIO. .......eiviieiieiiieieciieee s 17

8.2  Material DIOIOGICO .....cooieiiiieiee e 17
8.2.1 Recoleccion e identificacion de iINSECLOS..........cceiereererereerereeeeee e 17

8.3  Preparacion del material DiolOQICO.........ccccovviiiiieice e 18
8.4 ANAlisis MICrobioldgiCo .......c.ccveiiieiiic e 18
8.4.1 Analisis parasitolOgiCo ........ccceevevieiiiieii e 18
8.4.2 Analisis de hongos dimorficos y levaduriformes..........cccccecvvevveveiicieecnee, 19
8.4.3 Identificacion molecular de hONQOS ..........ccoeiiiiiieiiireee e 19

8.5  Aislamiento de ADN para la secuenciacion de la microbiota bacteriana y el
analisis de genes de resistencia @ fArmacoS .........ccooeveririneiieeee e 20
8.6 ANAlisiS de [a MICIODIOTA........ccveiieieeieceee e 21
8.6.1 Amplificacion de la region V4 del gen 16s del ARNr de los insectos
=000 ] [=Tod - o [0 1SS PSSR 21
8.6.2 Preparacion dirigida de la biblioteca y secuenciacion del 16S rRNA........... 22

INDICE

8.7  Identificacion de los genes de reSiSteNCia.........ccovevveevieiieieeiieseeie e 22



8.8  ANALISIS UB TALOS. ...ttt et a e 24

0. RESULTADOS ...ttt ettt e e e e naa e e e naeeaneeeanes 25
9.1  INSECLOS COIECLAUOS ..ottt e 25
9.2 Identificacion de parasitos de importancia MediCa .........ccevvevveevverieseereernenns 27
9.3  Identificacion molecular de NONQOS..........ccviieieeieie e 28
9.4  Analisis de microbiota bacteriana ..........ccoceviviiiiiiinice e, 29
9.5 Identificacion de 10s genes de reSiSteNCia.........cccvevveviereeieeieseeie e 34

10. DISCUSION ....ooviiiiiiieiieieie ettt 37
10.1  INSECLOS COIECIAUDS ..ottt e 37
10.2 Identificacion de parasitos de importancia mediCa ..........ccocooevreniiercnenieennns 39
10.3 Identificacion molecular de hONQOS..........ccooiieieiiiieeeee s 40
10.4  Anélisis de microbiota bacteriana ...........ccccovvveiveieeieeiere e 41
10.5 Identificacion de 10S genes de reSiSteNCIA.........cooevrereeeererieisese s 44

11, CONCLUSIONES ......coiiiiiiieieie ettt bbbt ne e 46

12, PERSPECTIVAS ...ttt ettt bbbt 47

13, BIBLIOGRAFIA ..o e et ee e et e e e et es e e e e er e e ee s 48



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Primers utilizados en este eStUdIO. ........covrveriiiiinininieee e, 23
Tabla 2. Condiciones de PCR MEZCIA 1Y 2. ....covviieiiiiceeee e 23
Tabla 3. Condiciones de PCR SIMPIEX........ccuciiiiiiiiiiiiiesieieeeee e 23
Tabla 4. Asociacién de macerados positivos a parasitos e insectos colectados............... 27

Tabla 5. Cantidad de secuencias, ASV observados, y ASV mas abundante en las
MUESErAS ANALZAUAS ........eivieieeiieieie e bbb 29
Tabla 6. Comparacion multiple de medias de abundancia por secuencias de bacterias
PALOGENAS. ...ttt sttt etttk b bbbt R e b bRt b et bR b b e re e 34
Tabla 7. Comparacion de abundancia de secuencias de especie bacterianas patogenas

POF ESPECIE U INSECLO. ... .cueeiveeiiitee ittt et be e e e esteeaeeneesreebeaneesres 34



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Mecanismos de transmisién microbiana entre humanos y animales a través de
MOSCAS SINANTIOPICAS. ...veveeereete ettt sttt bbb b et sbe e neenas 9
Figura 2. Disefio de cebadores para la estrategia de secuenciacion de un solo paso......21
Figura 3. Riqueza de moscas, cucarachas y hormigas colectadas. .............cccccvevveiieenenn, 26
Figura 4. Especies de moscas de baja abundancia colectadas por area hospitalaria....... 27
Figura 5. Numero de aislamientos por especie de hongo identificado. ..............ccceu..... 28
Figura 6. Abundancia de hongos por especie de insecto colectado. ............cc.ccevvrvenenee. 29

Figura 7. Curva de rarefaccion del nimero de ASV detectados en las muestras

ANANIZATAS. ...t 30
Figura 8. Abundancia de filos en las muestras analizadas. ............c.cccccovrvreininincnnnen, 31
Figura 9. Abundancia de especies patdgenas en las muestras analizadas....................... 32

Figura 10. Analisis electroforético de los productos de amplificacion del gen 16s........ 35
Figura 11. Andlisis electroforético de los productos de amplificacion multiplex para el
mix 1(blaTEM, mexR, y mecA) y mix 2 (blaOXA, mexA, y blaSHV). ........ccccoovvviennn. 35
Figura 12. Frecuencia de los genes de resistencia a farmacos. ...........cocoevrerneiennennen, 36


https://d.docs.live.net/1425dcd8312dcd53/Maestría/Tesis%20Insectos%20sinantrópicos%20-%20AKOM%20-%2029%20mar%2022.docx#_Toc99832069
https://d.docs.live.net/1425dcd8312dcd53/Maestría/Tesis%20Insectos%20sinantrópicos%20-%20AKOM%20-%2029%20mar%2022.docx#_Toc99832069

1. RESUMEN

Las moscas, cucarachas y hormigas juegan un rol importante en el transporte y
dispersion de microorganismos en ambientes naturales y urbanos, ademés, se ha
sugerido que los insectos sinantrépicos son vectores mecanicos de diversos patdgenos
resistentes a farmacos. En México, no existen investigaciones relacionadas con insectos
sinantrépicos que predominan en los hospitales. El objetivo de este estudio fue
determinar la biodiversidad microbiana presente en insectos recolectados en un hospital
del area metropolitana de Nuevo Leon. De las moscas recolectadas la especie méas
frecuente fue Musca domestica (74%), seguida de Chrysomya rufifacies (11.6%),
moscas de la familia Psychodidae (5.3%), Tricharaea sp. (3.9%) e individuos de la
familia Hippoboscidae (3.2%). Del grupo de las hormigas, el 95.9% fueron de la especie
Paratrechina longicornis y el 4.1% de Tetramorium sp. Por Gltimo, solo se capturaron
tres cucarachas; una ninfa de Blatella germanica y dos adultos de Periplaneta
americana. El andlisis parasitologico revelo la presencia de huevos de Ascaris sp y
ooquistes de Cryptosporidium sp en C. rufifacies; quistes de Entamoeba coli en Fannia
sp; quistes de Endolimax nana, E. coli, Blastocystis sp, huevos de Hymenolepis diminuta
y larvas y huevos de Strongyloides sp asociados a M. domestica. Por ultimo, se
identificaron quistes de E. histolytica en un macerado de Tetramorium sp. Se aislaron 8
especies de hongos de importancia clinica: Wickerhamomyces anomalus (19%),
Filobasidium sp (12%), Aureobasidium sp (15%), Rhodotorula mucilaginosa (8%),
Rhodotorula sp (8%) y aislamientos Unicos de Candida glabrata, Cystobasidium
minutum y Cryptococcus albidus, a partir de 11 especies de insectos. A partir de la
secuenciacion del gen 16s rRNA de 8 especies de insectos recolectados se identificaron
diversos géneros de bacterias de importancia clinica como Proteus, Escherichia-
Shigella, Streptococcus, Acinetobacter, Enterococcus, Corynebacterium, Pseudomonas,
Mycobacterium y Staphylococcus, entre otras. Por ultimo, la prevalencia de los genes de
resistencia a farmacos presentes en la microbiota bacteriana de los insectos analizados
fué blaCTX-M (47.6%), blaOXA (19%), MexA (9.5%), blaTEM (4.8%) y blaSHV
(4.8%).



2. ABSTRACT

Flies, cockroaches, and ants play an important role in the transport and dispersal
of microorganisms in natural and urban environments, however, the knowledge about
their impact on public health remains limited. Synanthropic insects have been suggested
to be mechanical vectors of various drug-resistant pathogens, but they have rarely been
associated with any specific medical conditions, which has prevented further studies
targeting mechanical vectors. In Mexico, there are no investigations related to
synanthropic insects that predominate in hospitals, so their possible participation as
carriers of nosocomial infections is completely unknown. The objective of this study
was to determine the microbial biodiversity present in insects collected in hospitals in
the metropolitan area of Nuevo Leon. Of the flies collected, the most frequent species
was Musca domestica (74%), followed by Chrysomya rufifacies (11.6%), flies of the
Psychodidae family (5.3%), Tricharaea sp. (3.9%) and individuals of the Hippoboscidae
family (3.2%). Of the group of ants, 95.9% were of the Paratrechina longicornis species
and 4.1% of Tetramorium sp. Finally, only three cockroaches were captured: a nymph of
Blatella germanica and two adults of Periplaneta americana. Parasitological analysis
revealed the presence of Ascaris sp eggs and Cryptosporidium sp oocysts in C.
rufifacies; Entamoeba coli cysts in Fannia sp; Endolimax nana cysts, E. coli,
Blastocystis sp, Hymenolepis diminuta eggs, and Strongyloides sp larvae and eggs
associated with M. domestica. Finally, E. histolytica cysts were identified in a
Tetramorium sp. 8 species of fungi of clinical importance were isolated:
Wickerhamomyces anomalus (19%), Filobasidium sp (12%), Aureobasidium sp (15%),
Rhodotorula mucilaginosa (8%), Rhodotorula sp (8%) and single isolates of Candida
glabrata, Cystobasidium minutum and Cryptococcus albidus, from 11 species of insects.
From the sequencing of the 16s rRNA gene of 8 species of insects collected, various
genera of bacteria of clinical importance were identified, such as Proteus, Escherichia-
Shigella, Streptococcus, Acinetobaicter, Enterococcus, Corynebacterium, Pseudomonas,
Mycobacterium and Staphylococcus, among others. Finally, the prevalence of drug
resistance genes present in the bacterial microbiota of the insects analyzed was blaCTX-
M (47.6%), blaOXA (19%), MexA (9.5%), blaTEM (4.8%) and blaSHV (4.8%).



3. INTRODUCCION

Cuando los humanos modificamos el ambiente natural que nos rodea, para el
desarrollo de una actividad, generamos lo que se conoce como ambiente antrépico. En
este ambiente se crean recursos aprovechables por especies animales oportunistas que se
adaptan a estos cambios. La accion de adaptacion de estos animales se le llama
domiciliacion o sinantropia. Las especies sinantropicas pasan a interactuar con el ser
humano aprovechando los residuos que genera dando pie a un ambiente idoneo para el

incremento la densidad de estas especies.

Se ha demostrado que los insectos son vectores altamente eficientes de diversos
agentes patdgenos. En el caso de los insectos sinantrépicos, se ha observado su amplia
participacion en la propagacion de microorganismos a traves de sus heces, la
regurgitacion de fluidos del tracto alimentario o por la diseminacién a través de sus
patas. Esta propagacion puede afectar a la salud humana, convirtiéndolos en un grave
problema de salud publica (Boiocchi et al., 2019; Teixeira et al., 2009).

Las infecciones asociadas a la atencion sanitaria (IAAS), también conocidas
como infecciones nosocomiales u hospitalarias, son infecciones producidas por
patégenos microbianos adquiridas por un paciente ambulatorio u hospitalizado que se
encuentra en constante contacto con los sistemas sanitarios y que ademas no presentaba
ni estaba incubando la infeccion en el momento de su ingreso (OMS, 2018). Se estima
que a nivel mundial méas de 1,4 millones de personas contraen infecciones en el hospital
y cerca del 5% al 10% de los pacientes se encuentran en hospitales de paises
desarrollados, sin embargo, en los paises en desarrollo como México este nimero es de
2 a 20 veces mayor. Se calcula que anualmente en nuestro pais existen alrededor de
450.000 casos de IAAS que causan 32 muertes por cada 100.000 habitantes generando
un costo de 1.500 millones de pesos (Castafieda Martinez & Valdespino Padilla, 2015).

En el ambiente hospitalario, la Norma Oficial Mexicana 005-SSA3-2010 en su
punto numero 5.5 establece como obligatorio el control de la fauna nociva mediante la
fumigacion de todas las areas por lo menos una vez al afio. Sin embargo, a pesar de la

implementacion de los controles sanitarios correspondientes existen reportes alrededor



del mundo que muestran la persistencia de los insectos (De Castro et al., 2015; Machado
Oliveira et al., 2017; Menasria et al., 2014; Schouest et al., 2017).

Adicional a esto, la Norma Oficial Mexicana NOM-045-SSA2-2005 establece
que se debera realizar la vigilancia epidemioldgica de la infecciones nosocomiales en
cada centro de atencion médica del pais lo que posibilitard& comprender como se
comportan estas infecciones, los microorganismos que prevalecen, sus mecanismos de
resistencia a los farmacos antimicrobianos, asi como los factores que permiten la

colonizacién y desarrollo en los pacientes (Secretaria de Salud, 2019).

El conocimiento acerca de la relacion que existe entre las bacterias comensales
de los insectos y el impacto que tienen en la salud publica sigue siendo limitado. Las
moscas, cucarachas y hormigas juegan un rol importante en el transporte y dispersion de
microbios en ambientes naturales y urbanos. Se ha sugerido que son vectores mecanicos
de diversos patdgenos resistentes a farmacos, pero rara vez se han relacionado con
alguna condicién médica especifica, lo que ha impedido la generacion de més estudios

especificos de vectores mecanicos.

Por ello el objetivo principal de este trabajo es determinar la diversidad
microbiana de los insectos sinantropicos recolectados en un centro hospitalario, y de esta
manera generar informacion acerca de la capacidad que tienen los insectos para la
diseminacion de esos microorganismos que pudieran provocar infecciones

nosocomiales.



4. ANTECEDENTES

Los insectos se encuentran colonizados por una gran cantidad de
microorganismos que incluso, pudieran encontrarse en mayor nimero gque sus propias
células representando entre el 1 al 10% de su biomasa (Dillon & Dillon, 2004) formando
relaciones simbioticas que pueden llegar a ser necesarias para su supervivencia
(Douglas, 2015). Sin embargo, poco se conoce acerca de cOmo estas asociaciones

simbioticas podrian afectar en la salud humana (Allen et al., 2009).

Es sabido que insectos como las moscas o las cucarachas son vectores mecanicos
de microorganismos patdgenos como el virus de la influenza aviar, quistes de helmintos
y enterobacterias resistentes a antibioticos (Chen et al., 2017; Pai, 2013; Salamatian et
al., 2019), pues usualmente son encontradas en materia en estado de putrefaccion y
heces, en las cuales comen, se desarrollan y depositan sus huevos (Amendt et al., 2004;
Pai et al., 2004).

Las hormigas en cambio no son comunmente relacionadas por la poblacién en
general como un problema para la salud publica (Simothy, et al., 2018), sin embargo,
algunos investigadores han encontrado que son portadoras de bacterias y hongos
patdgenos para el ser humano (Rodriguez et al., 2016; Teixeira et al., 2009).

4.1 Etiologia de las plagas

A nivel mundial los desplazamientos masivos de personas, el comercio
internacional, el cambio climatico, la disposicién inadecuada de los desechos o los
asentamientos humanos crecientes o irregulares influyen en gran medida a la
proliferacion de plagas y en consecuencia la transmision de enfermedades asociadas a

éstas.

Las plagas urbanas definidas en 1988 por la (Organizacion Mundial de la
Salud/OMS, 1988) como aquellos organismos Vvivos cuya existencia permanece en el
tiempo y superan los limites tolerables para una convivencia sana con el ser humano,
provocando enfermedades, deterioro del habitat, del bienestar del hombre o que pueden

implicar perdidas economicas y se encuentran por encima de los niveles que se
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consideran como normalidad, refiriéndose a “normalidad” como la densidad de
poblacion de una especie cuya presencia representa un riesgo sanitario, de confort o de

seguridad para el ser humano que puede tener implicaciones econémicas (Pinto, 2017)
4.2 Principales insectos sinantrdpicos
4.2.1 Cucarachas

Las cucarachas que conforman el orden Blattodea son insectos paurometabolos
de comportamientos gregarios y ampliamente distribuidos a nivel mundial, con mayor
abundancia en zonas tropicales. Su tamafio oscila entre 1 y 7 cm, usualmente son de
color ocre, pardo o negro. Poseen patas largas y &giles que les permiten correr
rdpidamente. Su régimen alimenticio es omnivoro y muestran mayor actividad en
temperaturas de 20°C, son especies lucifugas y generalmente higrofilas (Torres, 2015),
son mejor conocidas por ser vectores mecanicos de diversos microorganismos que
usualmente se encuentran en su exoesqueleto y secreciones y son patdgenos para el

hombre y los animales (Vazirianzadeh et al., 2009).

Sin embargo, de las 4000 especies descritas en el mundo solo 30 han sido
relacionadas como plagas urbanas de importancia sanitaria (Johnson & Triplehorn,
2005). En México se han reportado 156 especies autoctonas, de las cuales 11 son de
importancia sanitaria y de estas Blatta orientalis, Periplaneta americana y Blattella
germanica son las especies de mayor relevancia por su amplia distribucion mundial
(César Estrada-Alvarez, 2013; Tetteh-Quarcoo et al., 2013).

Las cucarachas de la especie P. americana se encuentra usualmente en
alcantarillas y sétanos, especialmente alrededor de tuberias y desaglies, mientras que B.
germanica se encuentra en cocinas y areas de almacenamiento, especialmente donde se
preparan o almacenan alimentos. Es por ello que la falta de higiene, el mal estado v el
desorden contribuyen al aumento de la poblacion de cucarachas en los habitats humanos
y en consecuencia a la contaminacion de los alimentos con las heces y partes del cuerpo

de las cucarachas (Bouamama et al., 2010).



Diversos investigadores han detectado cucarachas portadoras de una gran
variedad de microorganismos patdgenos, incluyendo bacterias resistentes a farmacos lo
que podria tener consecuencias graves para la salud (Aurjun et al., 2016; Menasria et al.,
2014; Pai, 2013). Dentro de algunos hospitales se han logrado detectar cucarachas en las
habitaciones designadas para la recuperacion de los pacientes, las unidades de cuidados
intensivos, quird6fanos y cocinas y de estos individuos recolectados el 98% portaba
patdgenos microbianos en sus cuticulas y partes externas del cuerpo o en sus intestinos
(Zarchi & Vatani, 2009). Las cucarachas se alimentan de flema, saliva, vomito,
excrementos y muchas fuentes de alimentos diversas lo que las hace un foco importante

de diseminacion de patdgenos nosocomiales (Kassiri & Kazemi, 2012).

Se ha encontrado que las cucarachas son vectores importantes de bacterias como
E. coli, Klebsiella pneumonie, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Shigella sp., Salmonella sp., Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae y Proteus
vulgaris, sin diferencia significativa entre la abundancia o la riqueza de las bacterias y el
sitio anatémico del insecto (Memona et al., 2018; Menasria et al., 2014; Pai, 2013).
Ademas, esas bacterias presentan resistencia a algunos antibioticos de primera linea
como cotrimoxazol, tetracycline y cefotaxima y adicionalmente algunas de ellas
mostraron patrones de resistencia a multiples familias de farmacos, en especial K.
pneumoniae, C. ferundii, P. vulgaris, E. cloacae y E. coli (Pai, 2013; Tetteh-Quarcoo et
al., 2013).

Otros microorganismos como los hongos Aspergilus niger, Candida sp., Mucor
sp., Rhizopus sp., Saccharomyces cerevisiae, Fusarium sp. y Penicillium sp. son
comunmente aislados en las cucarachas ademas de los parasitos Ancylostoma duodenale,
Taenia spp. Hymenolepis nana, Toxocara spp, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura,
Enterobius vermicularis, Schistosoma haematobium, Balantidium coli y Entamoeba
histolytica (Atiokeng Tatang et al., 2017; Isaac et al., 2014; Tetteh-Quarcoo et al.,
2013).



4.2.2 Moscas domésticas y carrofieras

Los dipteros son un grupo de insectos que incluyen de manera general a las
moscas Yy mosquitos, su principal caracteristica es que poseen solo un par de alas,
aunque no es exclusiva de ellos pues incluso algunas especies son apteras. Otra
caracteristica distintiva del orden Diptera es la transformacion de las alas posteriores en
halterios, también Ilamados balancines, que les permiten mantener la estabilidad durante
el vuelo. Son holometabolos y la mayoria de habitos diurnos y conforman el grupo
animal con mayor diversidad ecologica pues se les puede encontrar asociados con una
gran cantidad de organismos vivos, entre ellos el hombre (Tolrd Hjorth-Andersen,
2015).

Algunas especies pertenecientes al orden Diptera se han adaptado a vivir en
zonas urbanas, principalmente las moscas de las familias Muscidae, Calliphoridae y
Sarcophagidae que en inglés se conocen como “filth flies” (Stafford, 2008; Tolra Hjorth-
Andersen, 2015). Son los primeros organismos que llegan a los cadaveres, materia
organica en descomposicion y heces de las que se alimentan, se reproducen y ponen
huevos por lo que tienen una relacién muy estrecha con la transmision fecal-oral de una
gran variedad de microorganismos patdgenos (Amendt et al., 2004; Boiocchi et al.,
2019; Graczyk et al., 2001; Salamatian et al., 2019). La capacidad de las moscas de
volar distancias de hasta 5 a 7 km y moverse libremente entre diferentes nichos les
brinda una gran posibilidad de contribuir en la diseminacion de microorganismos e
incluso en la propagacion de bacterias resistentes a los farmacos ente animales y
humanos y la transferencia horizontal de genes de resistencia entre las mismas (Fukuda
et al., 2016; Winpisinger et al., 2005).

Al igual que las cucarachas, los mecanismos por los cuales las moscas pueden
adquirir y transmitir mecanicamente diversos patdgenos es a través de la superficie
contaminada de su cuerpo, principalmente sus patas y aparato bucal, por la regurgitacion
del alimento y la ingestion y defecacion de patogenos (Figura 1) (Davies, 2014).
Reportes a nivel mundial han demostrado en su mayoria la presencia de constante de los
parasitos Ascaris sp., Entamoeba sp., Ancylostoma sp. y Trichiuris spp. y los hongos
Penicillum sp., Aspergillus sp., y Candida sp. (Khamesipour et al., 2018)
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Las caracteristicas de los microorganismos aislados de las moscas pueden variar
dependiendo del sitio de colecta, pues se ha identificado que aquellas capturadas en
ambientes donde el uso de antimicrobianos es comun, como en los hospitales o centros
de cria de ganado, es habitual encontrar cepas bacterianas y de hongos con resistencia a
diversos farmacos, lo que implica un papel importante en la transmisién de I1AAS (Doud
& Zurek, 2012; Hamoo & Alnuri, 2019; Wang, 2013; Zurek & Ghosh, 2014).

Bacterias como E. coli y Providencia stuartii aisladas de moscas recolectadas en
la comunidad mostraron ser portadoras de genes mdviles de resistencia a la colistina
(Fukuda et al., 2016; Usui et al., 2015; J. Zhang et al., 2017). Otro estudio encontrd que
las tasas de resistencia a los antimicrobianos de E. coli, derivadas de las moscas
domésticas recolectadas en granjas, reflejaban los de las heces del ganado en los mismos
lugares, demostrando que estos insectos tienen la capacidad de actuar como un vector
bioldgico para la diseminacion de genes de resistencia y la aparicion de nuevos a través

de la transferencia horizontal de los mismos (Onwugamba et al., 2018)

Figura 1. Mecanismos de transmision microbiana entre humanos y animales a través de moscas
sinantrdpicas (Onwugamba, 2018).



4.2.3 Hormigas

Las hormigas (Hymenoptera: Formicidae) son un grupo de insectos sociales,
ubicuos y hemisinantrépicos pues su relacién con el ser humano puede ser variable
(Sramova et al., 1992). En México se encuentran ampliamente distribuidas y se estima
que existen cerca de 937 especies de las cuales en Nuevo Le6n se han identificado 116
(Rios-Casanova, 2014). Las hormigas obreras abandonan el nido en busca de comida,
generalmente cualquier alimento organico como azUcares o almidones por ello es comun
encontrarlas en cocinas, panaderias o restaurantes caminando por los suelos o los
basureros hasta llegar a la fuente de alimento (Smith, 1965; Voeller et al., 2008). Su
capacidad como vectores de microorganismos que pueden afectar la salud humana es
muy importante, sin embargo, a diferencia de las moscas y las cucarachas, existe muy
poca informacion acerca de las hormigas como portadoras de microorganismos

peligrosos para la salud (Simothy et al., 2018).

En el sector salud, las hormigas han representado alrededor del mundo un serio
problema pues su control es muy complicado, su presencia en hospitales puede ser
favorecida por el tipo de edificacion, por la proximidad a zonas residenciales, su entrada
a través de cajas con insumos que provienen del exterior, asi como al nimero de
personas que transitan por el hospital y que pudieran portar a estos insectos en su ropa u
objetos personales (Eug, 2002; Rios-Casanova, 2014). Dentro de los nosocomios, la
hormigas son encontradas usualmente en las cocinas y comedores, pero pueden llegar
hasta los pacientes al ser atraidas por las migajas de comida que pudiera esparcirse en
sus habitaciones, llegando incluso a ser vistas mordisqueando la comida alrededor de la
boca de los pacientes; también se alimentan de pus expuesto y sangre seca, 0 en las
bandejas de comida de los pacientes (Voeller et al., 2008). Existen reportes que ubican a
las hormigas dentro de dispositivos médicos como goteros intravenosos o apdésitos
estériles o de sitios que pueden ser fuente de agua como desagiies del piso, urinarios,
frascos de agua para pacientes, orinales sin vaciar, vendajes para heridas, maquinas de

hielo, goteos de plomeria, etcétera (Beatson, 1972, 1973).

Brasil es uno de los paises que han contribuido en mayor medida al conocimiento
acerca de las hormigas como vectores mecanicos de infecciones intrahospitalarias al
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aislar del exoesqueleto de estos insectos microorganismos patdgenos en practicamente
cualquier entorno hospitalario, calificindolas como agentes potencialmente importantes
en la diseminacion de infecciones en las instalaciones médicas (Pesquero et al., 2008;
Rodriguez et al.,, 2016). Los resultados obtenidos por estos investigadores han
identificado que las hormigas son portadoras de bacterias coliformes, Bacillus sp., E.
coli, S. aureus, Klebsiella sp., Pseudomonas sp., y Enteroccocus sp. y en su mayoria de
hongos filamentosos y levaduras. Adicionalmente las bacterias que fueron aisladas en
esos estudios mostraron patrones de resistencia a antibidticos como la penicilina,
cefalotina, cloranfenicol, amikacina y aztreonam (Machado Oliveira et al., 2017,
Rodriguez et al., 2016; Simothy et al., 2018; Teixeira et al., 2009).

4.3 El rol de las Infecciones Asociadas a la Atencion Sanitaria

Las infecciones intrahospitalarias son atribuidas a los gérmenes presentes en el
area hospitalaria, adquirido por los pacientes dentro de las primeras 48-72 horas de
haber sido ingresados y que pueden comenzar a presentar sintomas clinicos hasta 30 dias

posteriores al alta hospitalaria (Vasquez Avedafio et al., 2013).

En 2017 la Organizacion Mundial de la Salud reporta un listado de las bacterias
con mayor nivel de resistencia a antibiéticos a nivel global que incluye las 12 familias de
bacterias mas peligrosas para la salud humana, para impulsar la investigacion y
desarrollo de nuevos farmacos mas efectivos contra ellas. Estas bacterias se encuentran
agrupadas bajo el acronimo “ESKAPE” (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa Yy
Enterobacter spp), acuiiado en el 2009 por la Sociedad Americana de Enfermedades
Infecciosas (IDSA, por sus siglas en inglés). Dicho acrénimo hace referencia su
potencial de “escapar” de la accion biocida de los antibidticos y representar mutuamente
nuevos paradigmas en patogénesis, transmision y resistencia (Ghadiri et al., 2014;
Pendleton et al., 2013; Santos Zonta et al., 2020; WHO, 2017). Estas bacterias son
especialmente peligrosas cuando se relacionan con la atencion hospitalaria o IAAS pues
provocan la mayor parte de las infecciones asociadas a la atencion de la salud (Sosa et
al., 2019).
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En México la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemioldgica 0 RHOVE publico
en el 2016 un informe acerca de las IAAS més frecuentemente aisladas, reporte en el
cual se observo que las bacterias del grupo ESKAPE son el principal agente etioldgico

de los centros sanitarios en el pais (Secretaria de Salud, 2016).
4.4 Resistencia microbiana a los fArmacos

La resistencia a los antibidticos puede producirse como consecuencia del cambio
genético (mutaciones) o por la adquisicion de genes de resistencia a traves de la
transferencia horizontal de genes. Este ultimo mecanismo es el de mayor importancia
debido a la maquinaria que el microorganismo utiliza a través de elementos genéticos
moviles, promoviendo el desarrollo de cepas resistentes a multiples tipos de farmacos,
las conocidas como superbacterias, que presentan resistencia a todas las clases de

antibidticos conocidas (Loera-Valenzuela et al., 2016)

La resistencia a los farmacos antimicrobianos en los paises en desarrollo
representa un reto adicional, ya que se observa en forma creciente entre los patdgenos
adquiridos en la comunidad, en comparacion con los paises ricos, en los que la
resistencia esta limitada a microorganismos que afectan a pacientes hospitalizados.
Ademaés, diversos reportes muestran que existe una considerable variacion en la
resistencia general a los farmacos entre paises desarrollados y los paises en desarrollo
pues en estos Ultimos va a la alza (Amabile-Cuevas, 2010; Foxman, 2010; Serra Valdés,
2017).

Las infecciones intrahospitalarias por bacterias MDR (multi drug resistance) han
ido en incremento, debido a una inadecuada higiene de manos por parte del personal de
salud, la poca eficiencia de la limpieza del ambiente hospitalario y la presencia de
vectores como, por ejemplo: mosquitos, moscas, ratas y otros (Sosa et al., 2019;
Véasquez Avedario et al., 2013).

4.5 Implicaciones en salud publica

Los insectos sinantropicos como vectores albergan un sinimero de especies y sus

asociaciones con el ser humano, sus actividades y edificaciones han estado presentes a lo
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largo de la historia y han irrumpido, y seguiran irrumpiendo, en el ambiente antropico
con un fuerte impacto en la salud publica, ya que se constituyen en agentes etioldgicos
promotores de diversas enfermedades humanas (Blazar et al., 2011; Gupta et al., 2014).
Lo anterior puede generar problemas mas graves en entornos hospitalarios, pues al ser
sitios donde la basqueda de tratamiento y recuperacion por parte de las personas que ahi
acuden y su vulnerabilidad, debido al mayor riesgo de adquirir infecciones que
empeoren su estado, implican que la potencial propagacion de patdgenos sea razon
suficiente para que los insectos sinantrépicos no sean tolerados en estos entornos. Sin
embargo, las instituciones de atencidn sanitaria como parte del entorno metropolitano
también son colonizadas por estos insectos de manera similar que el resto de las

edificaciones urbanas (Anbazhagan et al., 2011; Gliniewicz et al., 2006).

Por altimo, hay que sefialar la capacidad que tienen los insectos sinantrpicos
como los responsables de diversos dafios a la salud humana como alergias, miasis o
como reservorios de agentes infecciosos con el potencial patogénico de propagar
infecciones resistentes a farmacos. Esto ultimo se ha demostrado en investigaciones
realizadas tanto en comunidades rurales y como urbanas obserbandose que representan
un riesgo importante para la salud publica (Abdolmaleki et al., 2019; Bogdanova, 2008;
Shahi et al., 2017).
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5. JUSTIFICACION

Los insectos como vectores mecanicos son responsables de diseminar numerosas
enfermedades infecciosas, tienen la capacidad de contaminar grandes cantidades de
alimentos que deberan ser destruidos para evitar la potencial difusién de enfermedades,
con el consiguiente perjuicio econdémico. La prevalencia de los insectos varia afio con
afio dependiendo de las condiciones ambientales y su control basicamente se enfoca en
reducir la fuente de donde provienen y el contacto que pudieran tener con el ser humano.
En los centros de atencion a la salud el alto flujo de personal sanitario, administrativo,
familiares y pacientes con sus respectivas pertenencias ademas del sinnimero de
equipos, suministros, alimentos, entre otros, permiten el establecimiento y conservacién

de diferentes plagas asociadas a los humanos como cucarachas, moscas y hormigas.

Debido a que quiénes acuden a las instituciones hospitalarias se encuentran
criticamente enfermos, la transmision de diferentes infecciones constituye un problema
de salud intrahospitalario que puede afectar el desempefio y calidad en la atencién de
quienes se encuentran sumamente susceptibles a adquirir infecciones secundarias
durante su estadia, como resultado de su estado animico, procedimientos invasivos o el
uso de altas dosis de medicamentos. Estas infecciones oportunistas se presentan en uno
de cada diez pacientes hospitalizados incrementando el tiempo de internamiento y
recuperacion, generando pérdidas economicas millonarias alrededor del mundo

(European Centre for Disease Prevention and Control, 2016).

En México no existen investigaciones y/o reportes relacionados con insectos
sinantrépicos que predominan en los hospitales, por lo que se desconoce por completo
los microorganismos a los que se encuentran asociados y por ende su posible
participaciéon como portadores de enfermedades nosocomiales. Este estudio permitiria
generar informacion acerca del riesgo que representan estos insectos dentro de las
instalaciones, dando pautas para la elaboracion de protocolos mas estrictos para su

monitoreo y control.
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6. HIPOTESIS

Existen microorganismos patdégenos y genes de resistencia a antibidticos en las

comunidades microbianas en insectos que habitan en instalaciones hospitalarias.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Determinar la biodiversidad microbiana presente en insectos sinantropicos recolectados

en instalaciones hospitalarias.
7.2 Objetivos especificos

1. Determinar las especies de insectos que habitan en instalaciones hospitalarias

2. Caracterizar la microbiota de los insectos recolectados (bacterias, hongos y
parasitos)

3. Determinar la presencia de la microbiota de importancia clinica

4. Determinar la presencia de genes de resistencia a farmacos
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Descripcidn del area de estudio
8.1.1 Hospital en estudio

El sitio de colecta corresponde a un hospital de alta especialidad perteneciente al
Estado de Nuevo Ledn. En este hospital se ofrecen servicios médicos integrales de
neonatologia, pediatria, ginecologia y oncologia ginecoldgica y pediatrica, entre otros
padecimientos complejos de la poblacion infantil y femenil. Cubre los servicios de salud
materno-infantil de personas que carecen de alguna afiliacion a los servicios médicos de
la seguridad social en la zona noreste del pais, especialmente de los habitantes del area

metropolitana de Monterrey.

El Comité de Investigacion y el Comité de Etica en Investigacion del hospital
aprobaron el desarrollo de este protocolo el 3 de Julio del 2020, que quedd registrado
ante la Direccion de Ensefianza, Investigacion en Salud y Calidad de la Secretaria de
Salud del Gobierno de Nuevo Leon con el folio DEISC-19 01 20 019.

8.2 Material biologico
8.2.1 Recoleccion e identificacion de insectos

Se colocaron 3 tipos diferentes de trampas: para la colecta de cucarachas, se
emplearon trampas con pegamento a nivel del suelo con un atrayente no téxico como
cebo. La recolecciéon de hormigas se realizd con tubos de 50 mL estériles con 10 g de
azucar como cebo colocadas a nivel del suelo o en los marcos de las ventanas. Por
ultimo, las moscas se colectaron mediante tiras pegajosas suspendidas en el techo a
aproximadamente 2 metros del suelo y cerca de fuentes artificiales de luz. Estas trampas
fueron colocadas en la cocina, sala de espera, area de pediatria, adultos, ginecologia,
cuidados intensivos adultos y pediatricos ademas de los bafios de cada una de las areas
mencionadas. El periodo de colecta de los insectos sinantropicos corresponde a los
meses de agosto 2020 a julio 2021, mismo que fue autorizado por las autoridades

sanitarias.
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Las trampas fueron desinfectadas o esterilizadas previamente a su colocacién y
se reemplazaron cada 72 horas. Las trampas pegajosas con moscas 0 cucarachas fueron
dispuestas dentro de bolsas plasticas estériles y los tubos para centrifuga con hormigas
fueron cerrados para su transporte. Todos los contenedores con insectos fueron
transportados al laboratorio bajo cadena de frio a una temperatura de 4°C para su
posterior identificacion taxonémica y aislamiento del ADN.

La identificacion taxondémica de las familias de las cucarachas se realizo
utilizando las claves taxonomicas para artropodos de importancia en salud publica,
difundidas por el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) (Dodge,
1966; Pratt & Littig, 1969). En la identificacion de las familias de moscas se utilizaron
las claves dicotdmicas publicadas por (De Carvalho & De Mello-Patiu, 2008) y una vez
que se conocia a que familia pertenecia la mosca en estudio, se utilizaron las claves
especificas para cada una de ellas (Amat et al., 2008; Buenaventura et al., 2009). Para la
identificacion de las especies de hormigas se utilizaron las claves publicadas por
Mackay y Mackay (1989).

8.3 Preparacion del material bioldgico

Para realizar el analisis microbiolégico de los insectos recolectados fueron
colocados un méximo de 25 mg de moscas, cucarachas u hormigas de la misma especie
en un tubo adicionado con 3ml de solucion salina estéril al 0.9 %. Los insectos fueron
homogenizados mecanicamente con un pistilo estéril. Posteriormente, se centrifugo a
190 rpm por 5 min y se transfiri6 500 pL del sobrenadante a un tubo con 4.5 mL de
solucién salina estéril al 0.9 %. A partir de esta solucion se realizaron los analisis

microbiol6gicos descritos a continuacion.
8.4 Analisis microbiolégico
8.4.1 Andlisis parasitoldgico

Para el analisis parasitologico se utilizaron 1.5 mL de la solucion anterior. Esta
solucion fue centrifugada a 3000 rpm por 5 min y se descartd el sobrenadante.

Posteriormente, se analiz6 el sedimento con ayuda de un microscopio de campo claro
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bajo el objetivo de 10X y 40X para la identificacion de parasitos empleando como
colorante una solucidon de yodo-lugol.

El analisis se realizo a un total de 55 macerados que corresponden a 36 pools de
moscas de la especie M. domestica, 5 de Chrysomya rufifacies, 4 de hormigas P.
longicornis, 2 de cucarachas P. americana y macerados Unicos de cucarachas B.
germanica, de moscas de los géneros; Tricharaea sp, Fannia sp y Lucilia sp y de las
familias Psychodidae e Hippobocidae, ademéas de un macerado de hormigas del género

Tetramorium sp.
8.4.2 Anélisis de hongos dimorficos y levaduriformes

Los lavados obtenidos a partir de los insectos recolectados fueron considerados
como la solucion madre a partir de la cual se prepararon diluciones seriadas en base 10,
transfiriendo 1 mL a un tubo con 9 mL de solucién salina. Esta mezcla fue agitada para
obtener la dilucion 10%; se repitié este paso hasta llegar a la dilucion 10, De las
diluciones elaboradas, se depositaron 20 pL en cajas Petri conteniendo medio Papa
Dextrosa Agar (PDA) acidificado (adicionando 200 pL de acido lactico por cada litro de
medio de cultivo) y posteriormente se expandieron en la superficie con la ayuda de una
varilla Drigalsky. Este procedimiento se realizd por triplicado por muestra y dilucién.
Una vez absorbida la humedad en el agar, las cajas Petri fueron selladas, incubadas a 25
°C y monitoreadas de manera constante hasta el quinto dia. Durante la incubacion, se
realizaron observaciones al microscopio para reconocer aquellas colonias conformadas

por levaduras, hifas, o una mezcla de ambas (hongos dimorficos).

Al reconocer colonias fungicas, estas eran aisladas en nuevas cajas con PDA
acidificado y fueron contabilizadas en las tres repeticiones de la misma dilucién para
posteriormente realizar la extraccion de ADN de los hongos dimorficos o levaduriformes

y realizar la secuenciacién de la regién ITS.
8.4.3 Identificacion molecular de hongos

Un subgrupo de 31 muestras correspondientes a cucarachas, moscas y hormigas

colectados en el periodo agosto 2020 a octubre 2020 fue utilizado para realizar la
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identificacion a nivel especie de los hongos aislados. Para ello se realizé una extraccion
de DNA utilizando el kit de extraccion DNeasy Blood Tissue Kit de Qiagen siguiendo
las indicaciones del fabricante. Posteriormente la identificacion molecular de los hongos
aislados se realizo por la secuenciacion de productos de PCR especificos de las regiones
ITS 1 (5 -TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5 -
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) en las condiciones descritas por White et al. (1990).
ElI método de secuenciacion empleado corresponde al de determinacion por
didesoxinucleotidos marcados en el sistema Genetic Analyzer 3500 y 3130 llevado a
cabo en el Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental del
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica A. C.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas en R utilizando el paquete
sangeranalyzer (Chao et al., 2021). El analisis de las secuencias incluyo la limpieza de
estas por medio del algoritmo modificado de Mott a un valor phred de 0.5 y un punto de
corte de sefalizacion de 0.33. La identificacion de especies fungicas se realizé por una
busqueda de similitudes en secuencias utilizando la herramienta de Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al. 1990) del NCBI.

8.5 Aislamiento de ADN para la secuenciacion de la microbiota bacterianay el

analisis de genes de resistencia a farmacos

Para el estudio molecular de la microbiota bacteriana en un tubo de
microcentrifuga con 150 pL de PBS se colocaron un maximo de 50 mg de moscas,
cucarachas u hormigas de la misma especie y se maceraron con un pistilo estéril, se
obtuvieron un total de 21 macerados; 7 de M. domestica, 4 de Lucilia sp., 3 de C.
rufifacies, 3 de Tricharaea sp y macerados Unicos para las especies P. americana, P.
longicornis, Tetramorium sp. asi como también un macerado de la familia de moscas
Hippoboscidae. Posteriormente, para extraer el ADN a partir de dicha suspension se
utilizd el sistema DNeasy Blood Tissue Kit 69506 de Qiagen® de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. EI ADN obtenido se mantuvo en congelacion a -20 °C hasta
su utilizacién. La integridad del ADN se visualiz6 en un gel de agarosa al 1% ademas de
la evaluacion de la relacién 260/280 y 260/230 utilizando un espectrofotometro
Nanodrop®.
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8.6 Analisis de la microbiota
8.6.1 Amplificacion de la region V4 del gen 16s del ARNr de los insectos recolectados

Para la amplificacion de la region V4 del gen 16s del ARNr y la preparacion de
las metalibrerias se siguio el protocolo de un solo paso descrito por Kozich et al., (2013).
Este método permite realizar al mismo tiempo el indexado dual de las muestras y
laligacion de los adaptadores indispensables para la secuenciacion. Los cebadores
empleados (figura 2) amplifican la region variable V4 del gen 16S que codifica para el
ARN ribosomal procariota. Los oligonucledtidos especificos del gen 16S que codifica
para el ARNr utilizados en este estudio fueron los descritos por Caporaso et al. (2011) y
sintetizados por SIGMA-ALDRICH®. La reaccion de PCR se llevo a cabo usando 20 pl
de volumen final con aproximadamente 15 ng/ul de DNA templado, 20 uM de cada
oligonucleotido, 0.125 pl de enzima MyTaq™ DNA Polymerase (Bioline), 4 pl de
buffer de reaccion 5x MyTaq™ (Bioline) y agua grado molecular para completar el
volumen final. El protocolo de amplificacion utilizado para la obtencion de los
productos de PCR const6 de una desnaturalizacion inicial a 95 °C por 2 min, luego 30
ciclos de 95 °C por 20 s, 55 °C por 15 sy 72 °C por 2 m, seguidos de una extension final

de 7 minutos a 72 °C.

Region V4 del gen 16S del ARNr
............. CTTCCACTTAAATGAGACTT ~ GTGCCAGCMGCCGCGGTAA. . ... ........ ... ATTAGAWACCCBDGTAGTCC ATACAGGTGAGCACCTTGTA... +Strand
............. GAAGGTGAATTTACTCTGAR ~ CACGGTCGKCGGCGCCATT.................TAATCTHTGGGVHCATCAGG TATGTCCACTCGTGGAACAT... -Strand

Oligonucleétido de la secuencia sentido
............. GAAGGTGAATTTACTCTGAA  CACGGTCGKCGGCGCCATT.................TAATCTHTGGGVHCATCAGG TATGTCCACTCGTGGAACAT... -Strand
<p5 adapter><i5><padF><linkF> GTGCCAGCMGCCGCGGTAA->

Oligonucleétido de la secuencia antisentido
............. CTTCCACTTAAATGAGACTT  GTGCCAGCMGCCGCGGTAA........vvvs.....ATTAGAWACCCBDGTAGTCC ATACAGGTGAGCACCTTGTA... +Strand
<-TAATCTWTGGGVHCATCAGG <1inkR><padR><i7><p7 adapter>

Amplicon V4
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACNNNNNNNNTATGGTAATTGTGTGCCAGCMGCCGCGGTAA. . ... ..o vt ATTAGAWACCCBDGTAGTCCGGCTGACTGACTNNNNNNNNATGACGTATGCCGTCTTCTGCTTG
TTACTATGCCGCTGGTGGCTCTAGA ACCATTAACACACGGTCGKCGGCGCCATT. .. ...vvvunnns TAATC ATCAGGCCGACTGACT 'AGAGCATACGGCAGAAGACGAAC

Figura 2. Disefio de cebadores para la estrategia de secuenciacion de un solo paso. Los cebadores estan
compuestos de oligonucledtidos especificos del gen 16S que codifica para el ARNr (texto negro en
negrita), los conectores conformados por una secuencia de 2 nucledtidos no complementarios al gen 16S
(azul), el pad que consta de 10 nucledtidos y cuya funcion es la de evitar la formacion de estructuras
secundarias no deseadas (verde), la region indice que permite la identificacion de la muestra durante la
secuenciacion (rojo) y los adaptadores para Illumina estdn subrayados (Modificado de Kozich et al.,
2013).
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8.6.2 Preparacion dirigida de la biblioteca y secuenciacion del 16S rRNA

Por cada una de las muestras estudiadas el paso anterior se realizé por triplicado
para optimizar la concentracion y eficiencia de la reaccion de secuenciacion,
posteriormente los productos de amplificacion (~500 pb) fueron visualizados en geles de
agarosa al 1% en un transiluminador Chemi Doc® (Bio Rad™) y cuantificados usando
un espectrofotometro NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific™). Enseguida, los
triplicados de los productos fueron mezclados, purificados y normalizados usando el kit
SequalPrep Normalization Plate® de Invitrogen segun las indicaciones del fabricante.
Después, los productos de dichas reacciones se cuantificaron a través de un ensayo de
fluorometria en el equipo Qubit HS® (Invitrogen™),

Por ultimo, la normalizacion del metapool se llevo a cabo igualando los pools
generados con anterioridad a la concentracion mas baja tomando en cuenta un tamarfio de
fragmento de 500 pb para realizar los célculos correspondientes. A continuacion,
metapool fue desnaturalizado con NaOH a 200 mM y concentrado de 5-6 pM en un
volumen final de 1 mL en una placa micro de secuenciacion. Lo anterior se realizd
también con la libreria PhiX usada como control de calidad en la secuenciacion.
Después, se prepar6 la solucion de carga con 1 mL del metapool generado y 5% de
PhiX. Esta solucion se incub6 en un Termoblock® (TermostatPlus™) por 2 min a 96 °C
y después se dejé en hielo por 5 min. Finalmente, se colocaron 650 pL de la solucion
carga en la placa de secuenciacion en una celda estandar de 300 ciclos. La secuenciacion
se realiz6 desde los dos extremos del amplicon (paired end). (16S Metagenomic
Sequencing Library, 2013). La preparacion de las librerias y la secueciacion se realiz6
en el Laboratorio de Metagenomica del CICESE, utilizando la plataforma MiSeq de

Illumina.
8.7 Identificacidn de los genes de resistencia

Para identificar la presencia o ausencia de los genes asociados a la virulencia se
realizaron pruebas de PCR multiplex punto final utilizando los oligonucledtidos
enlistados en la tabla 1. Los productos de amplificacion fueron visualizados por medio

de un gel de agarosa al 2.5 % con condiciones de corrida de 90 V durante 15 minutos y
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80 V por 120 minutos. Las bandas de interés fueron analizadas por medio de un

transiluminador de luz UV.

La reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 20 pL, para ello se

colocaron 10 pL de GoTag® Green Master Mix (Promega), 0.5 puL de cada primer (20

pHM), 3 pL de ADN (5 ng/pL) y agua grado molecular hasta completar el volumen final.

Las condiciones utilizadas para la realizacion de la PCR mdltiplex se muestran en las

tablas 2y 3.

Tabla 1. Primers utilizados en este estudio.

Gen

Tamafio de

Mezcla Secuencia g Referencia
blanco amplicén (bp)
mecA F: TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 Navidinia, 2015
R: CCACTTCATATCTTGTAACG
1 Mex-R F: GAACTACCCCGTGAATC 411 Arabestani,
R: CACTGGTCGAGGAGATGC 2014
blaTEM F: ATCAGCAATAAACCAGC 516 Abrar, 2019
R: CCCCGAAGAACGTTTTC
blaSHV F: AGGATTGACTGCCTTTTTG 392 Abrar, 2019
R: ATTTGCTGATTTCGCTCG
2 Mex-A F: CTCGACCCGATCTACGTC 503 Arabestani,
R: GTCTTCACCTCGACACCC 2014
blaOXA F: ATATCTCTACTGTTGCATCTCC 619 Abrar, 2019
R: AAACCCTTCAAACCATCC
Simplex  blaCTx-M |+ GACCATGTCACTGGCTEAGE 500 Abrar, 2019
R: AGCCGCCGACGCTAATACA
Tabla 2. Condiciones de PCR mezclaly 2.
Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
95 5 minutos 1
94 30 segundos
52 30 segundos 35
68 40 segundos
72 7 minutos 1
Tabla 3. Condiciones de PCR simplex.
Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
95 5 minutos 1
94 30 segundos
58 30 segundos 35
68 40 segundos
72 7 minutos 1
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8.8 Andlisis de datos

Se evaluo la diversidad alfa de las especies de insectos recolectados por medio de
los indices de Simpson, inverso de Simpson y Shannon-Weaver utilizando la libreria
Vegan ver. 2.5-7 en R ver. 4.1.1. De igual forma, se realiz6 una prueba de t para
comparar la abundancia de insectos recolectados entre areas comunes y restringidas.
Para evaluar la diversidad bacteriana se utilizé el software QIIME-2. Ademas, se
comparo la cantidad de secuencias detectadas pertenecientes a géneros o familias de
bacterias patdgenas entre especies de insectos a través de una prueba de Kruskal-Wallis
(H) y una comparacion mdltiple de rango de medias. Este mismo procedimiento se
realizd para comparar la abundancia de secuencias de bacterias patdgenas y determinar

que especies presentan mayor abundancia.

24



9. RESULTADOS

9.1 Insectos colectados

Al término del periodo de colecta se colocaron un total de 337 trampas; 239 para
moscas, 45 para cucarachas y 53 para colectar hormigas, trampas en las cuales en 126 se

encontré por lo menos 1 individuo perteneciente a las familias de insectos estudiadas.

De las 239 trampas colocadas para la captura de moscas 118 se situaron en areas
restringidas como quiréfanos o unidades de cuidados intensivos y de éstas en el 42.4 %
de los casos se encontraron moscas, el resto de las 121 trampas fueron instaladas en
areas comunes como comedores, consultorios, habitaciones de cuidados minimos u
oficinas obteniendo un 46.3 % de trampas positivas. La colecta de hormigas y
cucarachas solo se llevd a cabo en areas comunes del hospital siendo efectivas 17

trampas para hormigas y 3 para cucarachas.

La riqueza de los drdenes de insectos colectados durante el periodo de estudio se
describe en la figura 3. Las especies de moscas colectadas con mayor frecuencia fueron
Musca domestica (76.4 %), seguida de Chrysomya rufifacies (9.4%), moscas de la
familia Psychodidae (4.3 %), Tricharaea sp. (3.4 %), individuos de la familia
Hippoboscidae (2.8 %), moscas del género Lucilia sp. (2 %) y en menor proporcion
moscas del género Fannia sp. (1.7 %). Del grupo de las hormigas, el 95.9% fueron de la
especie Paratrechina longicornis y el 4.1% de Tetramorium sp (figura 3). Por ultimo,
solo se capturaron tres cucarachas; una ninfa de Blatella germanica y dos adultos de
Periplaneta americana, las cuales fueron capturadas en areas comunes del hospital.
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Figura 3. Riqueza de moscas, cucarachas y hormigas colectadas.

Dentro del hospital fueron colectadas un total de 11 especies de insectos tomando
en cuenta tanto areas comunes como restringidas. El anélisis de diversidad alfa para la
instalacién hospitalaria a traves del indice de Simpson (D) arrojo un valor de 0.42. La
estandarizacion del indice de Simpson a los limites del nimero de especies, es decir, el
inverso del indice de Simpson (1/D o N2 de Hill), arrojo un valor de 1.7. Por dltimo, la
diversidad alfa medida a través del indice de Shannon-Weaver (H) resulto en un valor de
0.9. La comparacion de la abundancia total de individuos por especie entre areas
comunes y restringidas por medio de la prueba de t mostro que no existe diferencia entre
la abundancia media entre ambas areas hospitalarias (p>0.05) (figura 4).
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Figura 4. Especies de moscas de baja abundancia colectadas por area hospitalaria.

9.2 Identificacion de parasitos de importancia médica

Fannia sp

3
3

El analisis por microscopia de los 55 macerados revel6 la presencia de huevos de

Ascaris sp y ooquistes de Cryptosporidium sp en C. rufifacies, quistes de Entamoeba

coli en Fannia sp, quistes de Endolimax nana, Entamoeba coli, Blastocystis sp, huevos

de Hymenolepis diminuta y larvas y huevos de Strongyloides sp asociados a M.

domestica. Por ultimo, se identificaron quistes de E. histolytica en hormigas del género

Tetramorium sp. La relacion de los macerados de los insectos colectados y las especies

de paréasitos observados se describe en la tabla 4.

Tabla 4. Asociacion de macerados positivos a parasitos e insectos colectados.
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9.3 Identificacion molecular de hongos

Del andlisis de las 31 muestras de insectos que se utilizaron para el estudio de
hongos se realizaron un total de 27 aislamientos fungicos que corresponden a 11
especies distintas tal y como fue revelado por el anlisis de secuenciacion (figura 5). Las
especies de hongos con mayor numero de aislamientos corresponden a
Wickerhamomyces anomalus y Yarrowia lipolytica, ambas especies con cinco registros.
Estos hongos identificados fueron aislados de seis especies de insectos diferentes (figura
6). Las especies de insectos con mayor cantidad de hongos recuperados fue M.

domestica, seguido de Chrysomya rufifacies.
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Figura 5. Numero de aislamientos por especie de hongo identificado.
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Figura 6. Abundancia de hongos por especie de insecto colectado.

9.4 Analisis de microbiota bacteriana

El anélisis de los datos obtenido por medio de secuenciacion de la region V4-16S
del RNAr en la plataforma Illumina MiSeq se llevo a cabo en tres pools de C. rufifacies,
tres pools de Tricharaea sp, cuatro pools de Lucilia sp, siete pools de M. domestica, y
pools Unicos de Hippoboscidae, P. americana, P. longicornis, y Tetramorium sp. En
total se obtuvieron 1 141 246 secuencias las cuales fueron asignadas a un total de 864
989 ASV. La tabla 5 describe la cantidad de secuencias totales obtenidas para cada

especie de insecto y la cantidad de ASV encontradas al comparar con la base de datos

SILVA 138.1

Tabla 5. Cantidad de secuencias, ASV observados, y ASV mas abundante en las muestras analizadas.

. Secuencias ASV ASV mas abundante
Especie - — -
totales  observados Fjlo Clase Orden Familia Género
C. rufifacies 135888 119101 P G E Y Serratia
Hippoboscidae 37589 33764 P G E Mor -
Luciliasp 220915 196080 P G P M Psychrobacter
M. domestica 357942 265954 P G E Mor Proteus
P.americana 46024 22819 P G E - -
P. longicornis 65317 61804 P A R A Wolbachia
Tetramoriumsp 153949 50670 F B Ex Ex Exiguobacterium
Tricharaeasp. 123622 114797 P G E E -

Filo: P: Proteobacteria, F: Firmicutes; Clase: A: Alphaproteobacteria, B: Bacilli, G: Gammaproteobacteria;
Orden: E: Enterobacterales, Ex: Exiguobacterales, R: Rickettsiales, P: Pseudomonadales; Familia: A:
Anaplasmataceae, E: Enterobacteriaceae, Ex: Exiguobacteraceae, M: Moraxellaceae, Mor: Morganellaceae,

Y: Yersiniaceae.
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A fin de determinar si se extrajo la mayor cantidad de informacion de las
muestras analizadas, es decir, si se identifico el maximo de especies bacterianas en los
pools de insectos se realiz6 una curva de rarefaccion (figura 7). Todas las curvas
muestran que se alcanzé un estado estable (asintota) lo que revela que el nimero de
ASV identificados en las muestras no es influenciado por la cantidad de secuencias

analizadas por muestra.

300
250
200

150

ASV observados

100

50

Secuencias por muestra

Figura 7. Curva de rarefaccion del nimero de ASV detectados en las muestras analizadas.

Se registraron en total 32 filos bacterianos presentes en los insectos recolectados,
ademas de 2 filos del dominio Archea. La figura 8 muestra la abundancia relativa de
cada filo por muestra de insectos. Los resultados indican que el filo con mayor
prevalencia en las muestras es el de las Proteobacterias (67.77 %), seguido de los filos
Firmicutes (14.83 %), Bacteroidota (11.56 %), y Actinobacteriota (4.27 %). Los filos

restantes obtuvieron menos de 1 % de representacion en las muestras analizadas.
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Figura 8. Abundancia de filos en las muestras analizadas.

Fgagd
€ ©
2 =
= 0
o 35
€ O
I
o
=
(]
|_

0 5 © ]
.g%.e%%%.g
8 8 H © © © @
t:d)d)::w
S5 ESSGCTE
2 389 @« 3 5 ©°
._I'U_S_I_l'c
© s £ =

Muestra por especie

Tri

31

. U@ C TS 0

Hippoboscidae I

mRCP2-54

m Gemmatimonadota

u\WS4

m Archea-Nanoarchaeota

= Dependentiae

= WPS-2
Sumerlaeota
Elusimicrobiota

= Archea-Halobacterota

= SAR324_clade(Marine_group_B)

® Thermoplasmatota

m Campylobacterota

u Latescibacterota

m Euryarchaeota

® Marinimicrobia_(SAR406_clade)

= Myxococcota

= Acidobacteriota

u Rs-K70_termite_group
Chloroflexi

= Crenarchaeota

m Synergistota

= Verrucomicrobiota

H Fusobacteriota

m Patescibacteria

u Desulfobacterota

u Cyanobacteria

m Deinococcota

u Bdellovibrionota

m Planctomycetota

m Unidentified

= Actinobacteriota

= Firmicutes

= Bacteroidota

m Proteobacteria



El anélisis de los géneros y especies de bacterias patdgenas aislados de los
insectos sinantrépicos demostré la presencia de organismos de relevancia para la salud
publica (figura 9). Se determin6 la presencia de los géneros Acinetobacter,
Campylobacter, Corynebacterium, Escherichia-Shigella, Enterococcus, Haemophilus,
Mycobacterium,  Neisseria, Proteus, Providencia, Pseudomonas, Serratia,
Staphylococcus, y Streptomyces. De igual forma, se identificé a nivel especie a:
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, y Pseudomonas fluorescens.

Otro grupo de particular interés asociado a los insectos recolectados fue la familia

I | Streptomyces
u Staphylococcus
u Serratia
Pseudomonas
= Pseudomonas fluorescens
= Providencia
= Proteus
u Neisseria
m Mycobacterium
m Haemophilus
m Enterococcus
m Escherichia.Shigella
u Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Abundancia relativa

m Corynebacterium
Campylobacter

= Acinetobacter calcoaceticus
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& R o R R = Acinetobacter
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Figura 9. Abundancia de especies patogenas en las muestras analizadas.
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Las bacterias con mayor abundancia en los insectos recolectados corresponden a
la familia Enterobacteriaceae (42.36 %), y a los géneros Proteus (16.27 %), Providencia
(12.60 %), Serratia (11.36 %), Escherichia-Shigella (9.55 %), Acinetobacter (3.12 %),
Enterococcus (1.33 %). El resto de los géneros y especies tienen una abundancia menor
al 1 %. Cabe resaltar que no se encontraron especies de bacterias patdgenas en el pool de
la mosca de la familia Hippoboscidae ni en P. longicornis.

La prueba de Kruskal-Wallis determind que existe diferencia estadisticamente
significativa en cuanto a la cantidad de secuencias de cada especie de bacteria patdgena
(H = 40.515, p<0.05). La comparacion multiple de medias de la abundancia de bacterias
patdbgenas muestra que los géneros Neisseria y Campylobacter y la especie
Acinetobacter calcoaceticus presentan menor abundancia a comparacion de
Acinetobacter, Enterobacteriaceae, Enterococcus, Providencia y Proteus. Por otro lado,
Pseudomonas presenta menor abundancia que los mismos géneros que Neisseria con
excepcion de Proteus; Acinetobacter baumannii con excepcion de Proteus y
Providencia y Mycobacter presenta menor abundancia que Acinetobacter y
Enterobacteriaceae (tabla 6). De igual forma, se encontrd diferencia estadisticamente
significativa en la abundancia de bacterias patdgenas por especie de insecto estudiada (H
= 12.431, p<0.05). La comparacion multiple de medias de rango muestra que M.
domestica presenta solo mayor cantidad de secuencias de especie de bacterias patégenas
a comparacion de Tetramorium sp, P. americana, y Lucilia sp (tabla 7) mientras que no
existe diferencia estadistica en la abundancia de secuencias entres las demas especies.
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Tabla 6. Comparacién multiple de medias de abundancia por secuencias de bacterias patdgenas.

Especie 1 Media Especie 2 Media  Valor P

Enterobacteriaceae  91.42 <0.05

Acinetobacter  93.17 <0.05

Neisseriasp  33.75 Enterococcus  79.33 <0.05
Providencia  75.83 <0.05

Proteus  71.75 <0.05

Acinetobacter  93.17 <0.05

Enterobacteriaceae  91.42 <0.05

Acinetobacter calcoaceticus  34.25 Providencia  75.83 <0.05
Proteus  71.75 <0.05

Enterococcus ~ 79.33 <0.05

Acinetobacter  93.17 <0.05

Enterobacteriaceae  91.42 <0.05

Campylobacter sp ~ 34.25 Enterococcus  79.33 <0.05
Proteus  71.75 <0.05

Enterococcus  79.33 <0.05

Acinetobacter  93.17 <0.05

Enterobacteriaceae  91.42 <0.05

Enterococcus  79.33 <0.05

Providencia  75.83 <0.05

Enterococcus  79.33 <0.05

Acinetobacter baumannii  40.75 Acinetobacter  93.17 <0.05
Enterobacteriaceae  91.42 <0.05

Acinetobacter  93.17 <0.05

Enterobacteriaceae  91.42 <0.05

Pseudomonassp  37.25

Mycobacterium sp  45.17

Tabla 7. Comparacién de abundancia de secuencias de especie bacterianas patdégenas por especie de

insecto.

Especie 1 Media Especie 2 Media Valor P
Tetramorium sp  43.53 M. domestica  75.89 0.001

P. americana 49.87 M. domestica 75.89 0.01
Luciliasp 53.87 M. domestica  75.89 0.029

9.5 Identificacion de los genes de resistencia

Previo a la identificacion de los genes de resistencia a farmacos, blaTEM,
blaCTX-M, blaOXA, mecA, mex-R, blaSHV y mex-A, a través de su amplificacion por

PCR, se analizé la presencia de DNA bacteriano por medio de la amplificacion del gen
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16s ARNr presente en procariontes. Se confirmo la presencia de dicho gen en las 21
muestras utilizadas anteriormente (figura 10).

Figura 10. Analisis electroforético de los productos de amplificacion del gen 16s (500 pb). Carriles:
MPM, marcador de peso molecular 100pb, 1-21, muestras analizadas, P: control positivo, N: control
negativo.

La figura 11 muestra un gel electroforético compuesto de agarosa al 2 %
representativo donde se muestran los patrones de amplificacién de los controles y una
muestra positiva para blaTEM (carril 5).

blaOXA

blaTEM mexA
blaSHV

mexR

Figura 11. Analisis electroforético de los productos de amplificacion multiplex para el mix 1(blaTEM,
mexR, y mecA) y mix 2 (blaOXA, mexA, y blaSHV). Carriles: Ladder, marcador de peso molecular de 100
pb, 1-4, muestras negativas para mix 1, 5, muestra positiva para blaTEM, CPmix1, control positivo para
mix1 (blaTEM: 516 pb, mexR: 411 pb, mecA: 162 pb), 1-5 muestras negativas para mix 2, CPmix2,
control positivo para mix 2 (blaOXA: 619 pb, mexA: 503 pb, blaSHV: 392 pb).

La prevalencia de los genes de resistencia a farmacos presentes en la microbiota
bacteriana de los insectos analizados fue de 47.6 % (10/21) para blaCTX-M, 19 % (4/21)
para blaOXA, 9.5 % (2/21) para MexA, 4.8 % (1/21) para blaTEM, y 4.8 % (1/21) para
blaSHV. La especie de insecto que presentd genes de resistencia en mayor cantidad y
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frecuencia fue la mosca Lucilia sp (figura 12). Finalmente, en ninguna de las 21
muestras analizadas se encontro la presencia de los genes mexR y mecA. Igualmente, en
la microbiota bacteriana asociada a las especies C. rufifacies y Tetramorium sp. no se

detect6 ninguno de los genes de resistencia a farmacos analizados en este estudio.
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Figura 12. Frecuencia de los genes de resistencia a farmacos.
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10.DISCUSION

10.1 Insectos colectados

En el mundo, se ha reportado la presencia constante de insectos que habitan en
las diferentes areas hospitalarias, tanto en zonas que requieren condiciones estrictas de
esterilidad, asi como areas de uso comun. Boiocchi et al. (2019), a través de trampas
pegajosas, colectd insectos voladores durante un afio en 7 hospitales del Reino Unido,
encontrando que el orden diptera representd el 73 % del total de los insectos
recolectados. Kappel et al. (2013) llevo a cabo un estudio similar en un hospital pablico
de Brasil cuyo objetivo fue colectar insectos voladores no hematdfagos en diferentes
areas del hospital. Los resultados de este estudio en Brasil sefialan que los diferentes
ordenes de insectos voladores se distribuyen en todas las areas de colecta, sin embargo,
los dipteros se presentaron con mayor frecuencia (40 %) que el resto de los insectos
voladores (Hymenoptera, Lepidoptera, Coleoptera, Orthoptera, Homoptera y
Trichoptera). Estas cifras son similares a los resultados obtenidos en nuestro estudio, sin
embargo, la familia de dipteros de mayor abundancia en el hospital fue Muscidae a
diferencia de Boiocchi et al. (2019) que menciona a la familia Calliphoridae como la
predominante. Asimismo, este es el primer trabajo en el que se reporta la presencia de
dipteros de la familia Hippoboscidae como habitantes de un centro de atencién sanitaria
pues estos dipteros, mejor conocidos como “moscas piojo”, son parasitos obligatorios de
aves y algunos mamiferos y por ello no es usual encontrarlos fuera de su hospedero
(Graciolli & Carvalho, 2003).

Otros insectos estudiados mundialmente, por representar constantes problemas en
hospitales, son las hormigas. En Brasil es existen mas investigaciones acerca de estos
insectos y su presencia en el ambiente hospitalario, con estudios desde la década de los
90. Entre las principales especies reportadas a los largo de estos 20 afios se encuentran
Tupinoma melanocephalum y Paratrechina longicornis, siendo esta Gltima especie la
que se encontré con mayor frecuencia en nuestro estudio (De Castro et al., 2015). Esta
hormiga, conocida también como hormiga loca, es uno de los animales en su género que
se encuentran mas ampliamente distribuidos a nivel mundial y que ademas, tiene la

capacidad de deteriorar diversos ambientes de importancia econémica debido a su alto
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potencial invasivo por la facultad para vivir en interiores (Wetterer & Hugel, 2008) lo
que las convierte en un problema importante, porque se encuentran en grandes
cantidades, su dificil control y sus habilidades de adaptacion a diferentes ambientes.
Ademas de P. longicornis también encontramos en menor abundancia hormigas del
género Tetramorium sp que al igual que P. longicornis es considerada una especie
introducida (De Castro et al., 2015). La baja prevalencia de Tetramorium sp. (4.1 %)
coincide con otros reportes en Brasil e Irdn donde resalta la captura de esta especie en
areas de uso comun con acceso poco restringido (Do Nascimento et al., 2020; Shahi et
al., 2017).

A diferencia de las moscas y las hormigas colectadas en esta investigacion, la
abundancia de las cucarachas capturadas fue de solo 3 individuos. Esta cifra puede
significar una baja infestacion de este orden de insectos en el hospital de estudio.
Investigaciones como la realizada por Wang et al. (2019) muestran que factores como
las condiciones de higiene, la tolerancia a los blatidos y la frecuencia con la que se busca
prevenir la aparicion de éstos, con el uso de medidas de manejo de vectores, influye en

la frecuencia y abundancia con la que se presentan las infestaciones de cucarachas.

Dicho lo anterior, cabe resaltar que, en lo que respecta al control y prevencion de
la aparicion de animales rastreros, el hospital cuenta con un proveedor externo que se
dedica al control exclusivo de estos a través de la aplicacion mensual de insecticidas y
rodenticidas, ademéas del monitoreo de las poblaciones y la rotacion de los quimicos

utilizados para el control de estas plagas.

Por ultimo, el analisis de la biodiversidad de las especies de insectos que fueron
capturados en el hospital se calculé con el indice de Simpson (D), el cual representa la
probabilidad menor al 50 % de seleccionar dos individuos aleatoriamente y que estos
pertenezcan a especies diferentes. Los valores aproximados de este indice abarcan desde
0, indicando baja diversidad de especies, hasta un valor maximo cercano a 1 (1/S, donde
S es el numero de especies registradas) (Krebs, 1999). Estableciendo una escala
arbitraria donde 0 es baja diversidad y 0.9 es una diversidad alta (1-1/11), puede
estimarse que existe una diversidad moderada a baja dado el valor de 0.4 obtenido en el

ambiente hospitalario. Por otro lado, el indice reciproco de Simpson (1/D) es resultado
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de la estandarizacion del indice D en unidades de numero de especies. Su intervalo
abarca desde 1 hasta S, el nimero total de especies en la muestra analizada. Este indice
representa el ndmero de especies igualmente comunes necesarias para observar la
heterogeneidad presente en la muestra (Krebs, 1999). En este trabajo el valor de esta
indice abarca desde 1 a 11, el valor calculado para el hospital fue de 1.7 lo que muestra
una baja diversidad de especies. Por Gltimo, el indice de Shannon-Weaver (H) mide la
cantidad de incertidumbre que existe en la comunidad. En cuanto mayor sea este indice
la cantidad de incertidumbre es mayor y con ello la cantidad-abundancia de especies. El
intervalo de esta funcion abarca desde el logaritmo natural de 1 (igual a 0) hasta el
logaritmo de S (2.39) (Krebs, 1999). El resultado de este indice para la comunidad bajo
estudio fue de 0.9 lo que indica una diversidad moderada a baja. Es importante sefialar
que, como detallo Pielou (1966), este indice solo debe utilizarse en muestras obtenidas
totalmente al azar en una comunidad grande en donde se conoce el nimero total de
especies. Por lo tanto, la interpretacion de este indice debe de ser cuidadosa tomando en
cuenta estos supuestos. No obstante, la interpretacion de estos tres indices arroja
conclusiones similares mostrando que existe una diversidad moderada a baja, con mayor

tendencia a esto ultimo.

10.2 Identificacion de parasitos de importancia médica

También se ha encontrado que los insectos que habitan en los hospitales pueden
propagar parasitos. Algunos autores mencionan que estos animales pueden estar
colonizados por protozoarios como Entamoeba histolytica, E. coli y Giardia lamblia o
nematodos y cestodos como Fasciola hepética y especies del género Taenia o Ascaris,
algunos de ellos aislados en dos especies de moscas en nuestro estudio (Hamoo &
Alnuri, 2019).

Ademas, se observaron quistes de E. histolytica en hormigas del género
Tetramorium sp. hallazgo poco reportado con anterioridad. Aunado a esto, otros reportes
muestran también una alta prevalencia de parasitos en cucarachas (EI-Sherbini, 2011),
sin embargo, en esta investigacion los anélisis realizados a los 3 individuos colectados
fueron negativos. La baja prevalencia de parasitos en insectos que hemos reportado

pudiera deberse a las condiciones de higiene que existe en sitios como los hospitales en
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los cuales el uso constante de quimicos para la limpieza afecta en gran medida al
desarrollo y supervivencia de protozoarios 0 gusanos pues su resistencia a la
degradacion por agentes quimicos es mucho menor que la de otros microorganismos
(Atiokeng Tatang et al., 2017; Hamoo & Alnuri, 2019).

10.3 Identificacion molecular de hongos

Otros microbios reportados constantemente en insectos sinantropicos son los
hongos. Kassiri et al. (2015) encontraron que de 190 individuos de mosca doméstica
colectados en 3 hospitales de diferentes ciudades de Irdn las levaduras de mayor
prevalencia fueron del género Candida sp., y Rhodotorula sp, similar a estudios
realizados en Brasil en hormigas del género Tapinoma sp. y Pheidole sp. (Pantoja et al.,
2009). Estas observaciones contrastan con nuestros resultados pues la mayor prevalencia
de hongos se presentd en moscas. Sin embargo, cabe resaltar que el aislamiento de la
levadura C. glabrata derivé del macerado de B. germanica, insecto ampliamente
reconocido como vector de este género de levaduras con alto potencial infeccioso
(Memona et al., 2018).

Por otro lado, el hongo W. anomalus (estadio anamorfo Candida pelliculosa),
una de las especies aisladas con mas frecuencia en los insectos analizados, ha sido
relacionada con infecciones renales, queratitis fangica y fungemia en recién nacidos
(Kurtzman, 2011). Asimismo, recientemente, se le ha asociado como agente causal de
brotes importantes de infecciones fungicas en areas de cuidados intensivos neonatales,
donde la higiene de manos ha sido deficiente; por ello esta levadura se ha clasificado
como un hongo patdgeno emergente por diversos autores (Dutra et al., 2020; Pradeep et
al., 2020; L. Zhang et al., 2021). Sin embargo, W. anomalus también se ha aislado del
intestino de diferentes insectos, como moscas de la arena o algunas especies de
mosquitos, por lo que se ha sugerido su papel como simbionte de dipteros (Cappelli et
al., 2021; Malassigné et al., 2021). Al igual que W. anomalus, los hongos patdgenos
oportunistas Aureobasidium spp y Rhodotorula spp han sido asociados como simbiontes
de algunos mosquitos (Malassigné et al., 2021; Reyes Martinez et al., 2013) y ademas se
han encontrado en moscas domésticas y hormigas capturadas en hospitales de paises

como Iran y Brasil (Kassiri et al., 2015; Pantoja et al., 2009). También se ha encontrado
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en el intestino de cucarachas y moscas hongos del género Filobasidium spp
(Cryptoccocus spp) (Gurung et al., 2019; Nguyen et al., 2007; Stefanini, 2018), aislados
en este estudio de las moscas Tricharaea sp., C. rufifacies y M. domestica, dichos
hongos se han reportado en México como patdgenos oportunistas en pacientes VIH
positivos y en el mundo ocasionando infecciones en pacientes inumunocomprometidos
(Castandn-Olivares et al., 2000; Morales-Lopez & Garcia-Effron, 2021).

10.4 Andlisis de microbiota bacteriana

El andlisis de secuenciacion Ilumina demostro la presencia de diversas familias,
géneros y especies de bacterias asociadas a insectos sinantropicos; algunos de estos
organismos de relevancia en salud publica debido a su virulencia. A nivel filo, nuestros
resultados indican que existe una mayor prevalencia del grupo de las Proteobacterias en
bacterias asociadas a insectos (67.77 %). En segundo término, especies como
Tetramorium sp, presentan mayor abundancia de otro filo de bacterias como Firmicutes
(14.83 %) y de manera global bacteroidetes corresponde al tercer filo mejor representado
en nuestras muestras. Un patron similar al reportado en esta investigacion es descrito por
(Junqueira et al., 2017), en donde la microbiota bacteriana asociada a Chrysomya
megacephala y M. domestica recae dentro del filo Proteobacteria, seguido de
Bacteroidetes y, por ultimo, a Firmicutes. En un nivel taxonémico inferior, los
resultados de Jungueira et al. (2017) concuerdan con lo reportado en esta investigacion
demostrando que la alta frecuencia del filo Proteobacteria es dada por la abundancia de
géneros como Enterobacter, Proteus, Morganella, Pseudomonas, Acinetobacter,
Providencia, Serratia, y Psychrobacter. Cabe resaltar que, a la fecha de elaboracién de
esta tesis, la identificacion de bacterias patdgenas asociadas a insectos es cominmente
llevada a cabo a través de microbiologia clasica, y solo en Junqueira et al. (2017) y en

esta investigacion fue llevada a cabo usando una aproximacién metagenémica.

Uno de los objetivos de esta investigacion es la determinacién de la microbiota
de importancia clinica asociada a insectos sinantropicos. Las bacterias con potencial
patogénico asociadas a los insectos colectados incluyen a los géneros Acinetobacter,
Campylobacter, Corynebacterium, Escherichia-Shigella, Enterococcus, Haemophilus,

Mycobacterium,  Neisseria, Proteus, Providencia, Pseudomonas, Serratia,
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Staphylococcus, y Streptomyces, ademéas de las especies Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter calcoaceticus, y Pseudomonas fluorescens. Existen diversos reportes que
sefialan la presencia de patdgenos asociados a hormigas, insectos colectados dentro de
las instalaciones hospitalarias. Simothy et al. (2018), utilizando métodos de
microbiologia clasica demostraron que en hormigas Technomyrmex difficilis y
Solenopsis geminata existe una mayor abundancia de coliformes (familia
Enterobacteriaceae), géneros y especies como Bacillus sp, Escherichia coli, probable
Salmonella y Listeria monocitogenes. Dentro de nuestros resultados la hormiga
Tetramorium sp contiene principalmente a los géneros Acinetobacter, Corynebacterium,
Staphylococcus, y Pseudomonas. Nuestros resultados contrastan con lo reportado por
Simothy et al. y esto puede estar dado a que los sitios de colecta son diferentes, mientras
en esta investigacion se colecté dentro de un hospital el estudio comparativo fue llevado
a cabo en cocinas de viviendas. No obstante, estudios en Paratrechina longicornis y
Tetramorium bicarinatum colectados en hospitales revelan similitudes a nuestros
resultados destacando la presencia de Staphylococcus, Pseudomonas, Proteus (Do
Nascimento et al., 2020; Machado Oliveira et al., 2017; Maximo et al., 2014).

En el caso de la cucaracha P. americana la familia Enterobacteriaceae y el
género Enterococcus presentaron mayor abundancia. Sin embargo, también se detect6 a
los géneros Acinetobacter, Escherichia-Shigella, Pseudomonas, Serratia y
Streptomyces. Estudios similares muestran que P. americana se asocia directamente a
patégenos de relevancia epidemiolégica como los encontrados en esta investigacion
ademés de otros no identificados tales como Klebsiella, Salmonella, Yersinia,
Pasteurella (Bouamama et al., 2010). Zarchi & Vatani, (2009) evaluaron la abundancia
de bacterias en cucarachas P americana, Blattella germénica, y Blatta orientalis
demostrando que no existe diferencia entre la abundancia de bacterias por especie de
cucaracha y que las especies mas comunes a blatodeos corresponden a E. coli,
Streptococcus, Bacillus spp, Klebsiella pneumoniae, y Proteus vulgaris. Si bien a nivel
especie, nuestros resultados no presentan las mismas especies bacterianas, tanto E. coli,
Klebsiella pneumoniae y Proteus vulgaris pertenecen a la familia Enterobacteriaceae,
familia de mayor abundancia en la muestra analizada. Los géneros Acinetobacter y

Serratia han sido previamente aislados de cucarachas en conjunto con otros patdgenos
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como Citrobacter, Enterobacter, E. coli, Klebsiella, y Staphylococcus (Oliva et al.,
2010). Pseudomonas y Serratia han sido detectados como especies abundantes en
cucarachas (Menasria et al., 2014), y si bien, en esta investigacion no fueron las especies

mas abundantes, ambas fueron encontradas brindando evidencia de su asociacion.

En el caso de los insectos voladores del orden diptera, la mayor parte de las
investigaciones estan sesgadas a M. domestica. La revision sistematica elaborada por
Khamesipour et al. (2018) muestra que existe una diversidad bacteriana importante
asociada a la mosca doméstica. Se ha identificado a las bacterias de los géneros
Helicobacter, Campylobacter, Salmonella, Escherichia, Bacillus, Staphylococcus,
Enterococcus, Aeromonas, Shigella, Klebsiella, Pseudomonas, Proteus, Citrobacter,
Chronobacter, Listeria, Streptococcus, Alternaria, Serratia, Enterobacter, Edwardsiella,
Providencia, Vibrio, Morganella, Clostridium, Corynebacterium, Lactobacillus,
Yersinia, Burkholderia, Acinetobacter, Methylobacterium, Micrococcus. En esta
investigacion se reportan géneros presentes en estudios previos tales como: organismos
de la familia Enterobacteriaceae, Escherichia-Shigella,  Corynebacterium,
Mycobacterium, Proteus, Providencia, Staphylococcus y Pseudomonas. Aungue en la
revision no se reporta la presencia de Mycobacterium en M. domestica, Pai et al. (2003),
logro el aislamiento de 6 especies de esta bacteria en P. americana. Al igual que en P.
americana, M. domestica presenta alta abundancia de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae, pauta descrita por Boiocchi et al. (2019) ademéas de E. coli,
Klebsiella pneumoniae, y Enterobacter sp. No obstante, otras investigaciones sefialan a
Bacillus spp como el género de bacterias predominante en M. domestica colectada en
hospitales (Nazari et al., 2017), o Proteus y Staphylococcus en areas residenciales

(Bouamama et al., 2010).

Estudios llevados a cabo en Chrysomya megacephala y M. domestica colectados
en casas resultaron en la presencia de Staphylococcus, Streptococcus, Salmonella,
Shigella, E. coli, Bacillus, y Pseudomonas, en donde C. megacephala presento una
mayor abundancia que M. domestica (Chaiwong et al., 2014). A diferencia de estos
resultados, M. domestica solo presentd mayor abundancia de patégenos en comparacion

con P. americana y Lucilia sp (Calliphoridae) pero no asi con C. rufifacies o Trichararea
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sp (Sarcophagidae). C. rufifacies presento los géneros Serratia, providencia
Enterococcus, Escherichia-Shigella, y Proteus. Junqueira et al. (2017) Muestra que al
igual que M domestica, C. megacephala es portadora de E. coli, Enterobacter cloacae,
Klebsiella,  Acinetobacter = baumannii,  Serratia, = Proteus,  Staphylococcus,
Corynebacterium, y Providencia. Si bien, nuestros resultados indican que existe una
ligera variacion en cuanto a géneros encontrados en C. rufifacies y M. domestica, no
existe una diferencia significativa entre estas dos especies en cuanto a la abundancia de

bacterias.

10.5 Identificacion de los genes de resistencia

Por ultimo, otro factor importante en las comunidades microbianas de los
insectos sinantropicos es su capacidad para sobrevivir a la exposicion a uno 0 mas
farmacos a los cuales eran susceptibles. Schaumburg et al. (2016) encontré que las
moscas domésticas y califoridas colectadas en éareas urbanas y rurales de Alemania
portaban bacterias con genes de resistencia a farmacos beta-lactamicos. Este estudio
incluyé la comparacién de la microbiota bacteriana de personas que habitaban cerca del
sitio de colecta de las moscas y al contrastarlos observaron que ambos compartian cepas
de bacterias entéricas resistentes a farmacos; el gen blaCTX-M fue el més prevalente en
las muestras analizadas (77.3 %), prevalencia similar a la observada en nuestros
hallazgos. Otro estudio realizado en Taiwan observd que los patrones de resistencia a
farmacos obtenidos de cepas de E. coli aisladas de M. domestica y Lucilia sericata eran
significativamente similares a los encontrados en las bacterias aisladas de heces de
cerdos ubicados en el mismo sitio que las moscas. Ademas, observo que también
compartian patrones similares de genes de resistencia a tetraciclina, concluyendo que las
moscas pueden participar como vectores mecénicos de bacterias multidrogorresistentes
asi como su capacidad para la diseminacién de plasmidos con genes de resistencia a
farmacos (Usui et al., 2015). Posteriormente, otro trabajo realizado por el mismo grupo
de investigadores comprobd que M. domestica tiene la capacidad de actuar no solo como
vector mecanico de bacterias resistentes a antibidticos, sino que también puede
participar como vector biolégico promoviendo la aparicion de bacterias resistentes a

través de la transferencia horizontal (Fukuda et al., 2016). Por ello, a pesar de que en C.
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rufifacies y Tetramorium sp no se haya detectado genes de resistencia a antimicrobianos,
0 en las moscas Hippoboscidae y Paratrechina longicornis no se hayan identificado
bacterias patdgenas, cabe la posibilidad de que al compartir el mismo nicho ocurra el

intercambio de bacterias portadoras de mecanismos de resistencia farmacos.
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11.CONCLUSIONES

Existen especies de moscas, cucarachas y hormigas distribuidas en el hospital

que son de importancia para la salud publica.

Se identificaron patogenos de importancia sanitaria asociados a los insectos
sinantropicos que habitan en el hospital en estudio.

Se requiere el refuerzo de las medidas de contencion de insectos que habitan en
dicho hospital para evitar la propagacion potencial de infecciones en pacientes
susceptibles.

Existen bacterias de relevancia epidemiol6gica, incluso aquellas vigiladas por la
OMS debido a la resistencia farmacologica.

Por ultimo, dentro de las comunidades bacterianas existen genes de resistencia a
farmacos que, en conjunto con la relacion insecto-microbiota patdégena, incrementa el

riesgo a la salud publica.
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12.PERSPECTIVAS

Derivado de este proyecto de tesis las perspectivas que se contemplan para

estudios posteriores deben incluir:

e Monitoreo y control de la entomofauna nociva que representa un riesgo directo o
indirecto en diversas instalaciones hospitalarias.

e Capacitacion y concientizacion de todo el personal hospitalario para la deteccion
y manejo de insectos vectores.

e Elaborar planes de control de entomofauna por medio de la Secretaria de Salud.

e Demostracion experimental de la transmisién de los patdégenos encontrados por
los insectos a huéspedes dentro del hospital y sus alrededores.

e Realizar actividades de vigilancia epidemioldgica activa para el monitoreo de
resistencia a farmacos relacionada a la microbiota asociada a insectos.

e Realizar estudios retrospectivos sobre la ocurrencia de brotes infecciosos y su

relacién con los patdgenos asociados a los insectos sinantropicos.
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