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Resumen

Los insectos son utilizados en la entomologia forense principalmente para la estima
del intervalo post-mortem en fases tempranas de la descomposicion. Los primeros
organismos en colonizar estos microsistemas que se forman son los dipteros y es
qgue luego de 72 horas es notable la presencia de larvas de estos insectos. El
objetivo de este estudio fue determinar las especies de larvas de moscas de las
familias Calliphoridae y Sarcophagidae de importancia forense capturadas
utilizando carne de cerdo inoculada con diferentes especies bacterianas, a fin de
identificar la preferencia de las hembras de las moscas adultas para la oviposicion.
Para la colecta de las larvas se establecieron cuatro estaciones de muestreo
ubicadas en los distritos de Boquerén, Dolega y Bugaba. Se realizaron pruebas de
antibiograma para conocer la sensibilidad o resistencia de las bacterias frente a
diversos antibidticos. Las bacterias identificadas fueron Staphylococcus aureus,
Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia
marcescens, Streptococcus viridans, Pseudomona aeruginosa y Bacillus sp. De
éstas, las tres ultimas presentaron mayor resistencia a los antibiéticos, mientras
que, E. coli fue la que mayor sensibilidad present6. Se determiné que la E2 ubicada
en Los Algarrobos, Dolega, fue la estacién con mayor cantidad de larvas
recolectadas de Calliphoridae todas correspondientes a la especie Phormia regina.
Cabe destacar que en Calliphoridae solo se obtuvieron larvas en cuatro de las ocho
bacterias utilizadas en los cebos arrojando una preferencia de las hembras a la hora
de ovipositar mientras que para Sarcophagidae se pudo determinar a través de una
prueba de Chi? de Bondad de Ajuste que existe diferencia significativa en cuanto a
la cantidad de larvas obtenidas en las trampas, entre las estaciones de muestreo y
entre las especies bacterianas. Estas larvas se identificaron como Sarcophaga sp.
y el mayor numero se obtuvo del cebo correspondiente a Streptococcus viridans y
en la E1 ubicada en una zona boscosa en Macano, Boquerdn.

Abstract

Insects are used in forensic entomology mainly for the estimation of the post-mortem
interval in the early stages of decomposition. The first organisms to colonize these
microsystems that are formed are the diptera, and after 72 hours the presence of
larvae of these insects is notable. The objective of this study was to determine the
species of fly larvae of the families Calliphoridae and Sarcophagidae of forensic
importance captured using pig meat inoculated with different bacterial species, in
order to identify the preference of female adult flies for oviposition. For the collection
of the larvae, four sampling stations were established located in the districts of
Boquerdn, Dolega and Bugaba. Antibiogram tests were carried out to know the
sensitivity or resistance of the bacteria against various antibiotics. The bacteria
identified were Staphylococcus aureus, Chromobacterium violaceum, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Streptococcus viridans,



Pseudomona aeruginosa and Bacillus sp. Of these, the last three presented the
highest resistance to antibiotics, while E. coli was the one with the highest sensitivity.
It was determined that E2 located in Los Algarrobos, Dolega, was the station with
the highest number of collected larvae from Calliphoridae, all corresponding to the
Phormia regina species. It should be noted that in Calliphoridae larvae were only
obtained in four of the eight bacteria used in the baits, yielding a preference for
females when ovipositing, while for Sarcophagidae it could be determined through a
Chi2 Goodness of Fit test that exists. Significant difference in terms of the number
of larvae obtained in the traps, between sampling stations and between bacterial
species. These larvae were identified as Sarcophaga sp. and the highest number
was obtained from the bait corresponding to Streptococcus viridans and on the E1
located in a wooded area in Macano, Boqueron.
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1. Antecedentes

El primer caso registrado de un esclarecimiento de crimen usando insectos fue en
China en el Siglo Xlll, cerca de un cultivo de arroz ocurrié un asesinato por
apufialamiento, el investigador pidi6 a todos los trabajadores que colocaran sus
herramientas de trabajo en el suelo, luego de un tiempo se observé que moscas
verdes y azules se dirigian a una sola herramienta, debido a que esta presentaba

trazas de sangre que no eran visibles (Benecke, 2001).

Es por ello que la entomologia forense como disciplina no es un area nueva de
estudio pues Gleditsch en 1752 ya describe el rol de los escarabajos de las tumbas
o burying beetles. De otro lado entre los afios 1800 y 1900, durante exhumaciones
en Francia y Alemania, médicos legistas observaron que los cuerpos enterrados son
habitados por artrépodos (Bornemissza, 1957). En 1831, el médico frances Orfila
observa un gran numero de exhumaciones y entiende que las larvas de los insectos
juegan un rol importante en la descomposicion de los cuerpos. Bergeret en 1855,
reporta el primer caso moderno de entomologia forense que estima el Intervalo post-
mortem (Carvalho et al., 2002), en este trabajo da una breve descripcion del ciclo
vital de insectos y asume en forma empirica y equivocada que la metamorfosis
requeriria generalmente un afio completo. También plantea que las hembras de los
insectos generalmente ovipositarian en verano y que las larvas se transformarian
en la siguiente primavera a pupa, emergiendo en el verano siguiente (Aranda, 2007,

Benecke, 2001).

Por otra parte, la primera aplicacion de la entomologia forense en un palacio de

justicia moderno tuvo lugar en Francia en el siglo XVIIlI, donde se admitieron datos
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entomolégicos como prueba para absolver a los ocupantes actuales de la residencia
donde se encontraron restos esqueletizados de un nifio. En ese mismo siglo la
evaluacion de Yovanovich (1988) y Megnin (1894) sobre la sucesion de insectos en
cadaveres establecié finalmente a la entomologia forense como ciencia (Amendt et

al., 2004).

Es por ello que desde el Siglo XVIII, hasta nuestra época, se ha trabajado en crear
una herramienta mas eficiente de auxilio en la criminologia, el primer paso en la
formalizacién de este recurso forense fue la busqueda de los biomodelos adecuados
para realizar la estandarizacién, destacando a Sus scrofa domestica (cerdo) con 20
kilos, dentro de una jaula con rejillas de maya que permitia la entrada y salida de
los insectos, negando el acceso al cebo de mamiferos y aves carrofieras (Smith,
1986), desde entonces se estudia la composicién y patrones de sucesiones para
asociar la entomofauna con el proceso de descomposiciéon de cadaveres que se

hacen de relevancia para la entomologia forense (Catts & Goff, 1992).

En la actualidad, existe un gran nimero de investigaciones que tratan directamente
sobre Entomologia Forense. Entre los trabajos mas destacados se encuentra la
obra de Jason Byrd y James Castner, titulada "Forensic Entomology. The Utility of
Arthropods in Legal Investigations”, publicado en el afio 2001. Asi mismo, Mark
Benecke ha contribuido con una gran cantidad de aportes a la Entomologia, entre
los cuales destaca su libro que lleva el titulo de "Insects and Corpses", editado en
el 2002. También destaca el texto escrito por Greenberg y Munich, publicado ese

mismo afio y titulado "Entomology and the Law: Flies as Forensic Indicators”, donde
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se describe la morfologia de las moscas de importancia forense, abarcando

diferentes paises del continente americano.

Como resultado de estos esfuerzos, la Entomologia Forense ha adquirido una gran
importancia dentro del campo de la Medicina Legal en paises como Estados Unidos,
Canada, Tailandia, ltalia, Espafa y Alemania, los cuales tienen en comun su
localizacion por encima de los 23° N. Estos trabajos han estado sujetos a las
condiciones ambientales caracteristicas de cada uno de esos paises, donde hay
cuatro estaciones anuales bien definidas, las cuales presentan especies y actividad
artropoda propias (VanLaerhoven & Anderson, 1999; Turchetto et al, 2001;

Arnaldos et al., 2001).

En contraste, son pocos los estudios que describen la ecologia de los artropodos y
el ciclo de descomposicion de mamiferos en los ecosistemas de la region
neotropical, los cuales son dindmicos y se encuentran sujetos a la influencia de un
amplio espectro de procesos ambientales (Barreto ef al., 2002). Dicha escases de
informacién incrementa para Panama siendo pocos los estudios realizados en
entomologia forense, dentro de los que se encuentran: Determinacién de la
entomofauna asociada a carcasas de cerdos domésticos vestidos (Sus scrofa), en
el Puerto de Vacamonte (Garcés et al., 2004), Calliphoridae (Insecta: Diptera) de
Ciudad de Panama, Panama, con énfasis en la distribucion actual del género
Chrysomya (Miranda & Bermudez, 2011), Informe de una muerte traumatica
ocurrida en “potrero seco”, provincia de Chiriqui, resuelto mediante el uso de la
entomologia forense (Garcés & Morales, 2017), Lista preliminar de la familia

Calliphoridae (Diptera: Oestroidea) de Panama (Bermudez, 2018), Sarcophagidae
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de interés forense en el parque nacional soberania (Garcés et al, 2020),
Calliphoridae de interés forense asociadas a tres cebos de cerdos doméstico (Sus
scrofa) en un area rural, corregimiento de la pintada, provincia de Coclé (Garcés &

Molinar, 2020).

1.1. Justificacion del problema

La descomposicion de la materia organica muerta es un proceso ecoldgico clave de
la funcién del ecosistema (Swift et al,, 1979), en la cual intervienen una gran

variedad de especies microbianas ademas de invertebrados (Moore et al., 2004).

Los insectos son considerados como uno de los organismos mas diversos en la
Tierra, pudiéndose encontrar en casi cualquier habitat conocido, poseen un
tegumento endurecido y con miembros articulados, su cuerpo esta dividido en tres
regiones: cabeza, térax y abdomen. Poseen grandes cualidades entre ellas
podemos destacar: su habilidad de vuelo, su gran adaptabilidad, su resistencia a la
desecacion, su respiracion traqueal, y algunos presentan metamorfosis (Zumbado
& Azofeifa, 2018). Esta ultima es importante para que tanto como el estadio larval

como el adulto no compitan por el mismo recurso alimenticio (Minelli et al., 2013).

Entre los dipteros con importancia necréfaga tenemos dos familias que destacan
por estar en la mayoria de las brigadas de descomposicion, entre ellas tenemos a
Calliphoridae y Sarcophagidae, dos familias que poseen ciclos de vida particulares

y de gran importancia para la entomologia forense (Pape, 1996).

La familia Calliphoridae a nivel ecolégico, médico y sanitario es importante debido

a su preferencia por heces, basura organica y carne en descomposicion (Mariluis &
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Mulieri, 2005), la cual es portadora de patégenos como virus, bacterias, hongos,
protozoos y helmintos (Ferreira & Barbola, 1998). Sin embargo, algunas especies
de esta familia causan miaisis en aves y mamiferos, afectando ocasionalmente al

hombre (Stevens, 2003).

Cabe destacar que larvas de moscas en especial del género Lucilia, han sido
utilizadas en tratamientos de heridas infectadas por bacterias, desde tiempos
antiguos; de hecho, William Baer en 1931 fue el primero en descubrir los beneficios
en el tratamiento de heridas necrosadas (Fonseca, 2011). Sin embargo, en el afio
1930, el uso de larvas de moscas tuvo un crecimiento exponencial y fue muy
utilizada en Estados Unidos, Canada y Europa, pero debido a la aparicion de los

antibioticos este procedimiento se dejo de usar (Robinson, 1935).

La eficacia de estas larvas en la curacion de heridas se basa principalmente en que
remueven el tejido dafiado, lo desinfectan y ayudan en su cicatrizacion, debido a
que las larvas se mueven sobre la superficie de las heridas secretando una enzima
que disuelven el tejido muerto, el cual es succionado y posteriormente ingerido,
ademas la secrecion de estas larvas posee un pH bajo que actua sobre las bacterias

eliminandolas (Angulo, 2007).

Sin embargo, algunos estudios recalcan que las secreciones de estas larvas son
poco efectivas contra las bacterias Gram-negativas en particular Pseudomona spp.
y Proteus spp., pero si efectivas contra Escherichia coli que es un bacilo Gram-

negativo (Cazander et al., 2009).
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La familia Sarcophagidae presenta habitos variados como necrofagas, copréfagas,
depredadoras y parasitoides (Pape, 1996). Presenta importancia forense ya que
cuentan con especies de lavas que son carrofieras alimentandose de materia en
descomposicion (Smith, 1986). Sin embargo, esta familia ha sido de poca utilidad
en la estimacion del intervalo post mortem (IPM) debido a la falta de trabajos
taxonomicos y biolégicos (Romera et al., 2003), por lo que hace necesario realizar
estudios de este grupo. En la mayoria de los estudios en los que se los menciona,
los ejemplares de Sarcophagidae han sido identificados solamente hasta familia y

s6lo en algunos casos hasta género (Bourel et al., 1999).

Estudios realizados en Argentina han registrado la presencia de larvas de
Sarcophagidae durante el proceso de descomposicion de diferentes sustratos
cadavéricos en cadaveres humanos encerrados, pollos, cerdos, perros (Battan et

al., 2010), y en zorros, (Aballay et al., 2008).

No obstante, debido a la dificultad en la determinacién de adultos y a que, hasta el
momento, es imposible determinar larvas a nivel de especie en esta familia (Oliva,
2007); el registro de estadios larvales de Sarcophagidae sobre cadaveres humanos
no permite realizar peritaciones entomolégico forense precisas. No obstante, en
base a los adultos, sélo existe una publicacion cientifica reciente que permite
determinar los adultos de Sarcophagidae para la provincia de Buenos Aires (Mulieri
et al, 2010), aunque aun existen pocos estudios acerca de las especies de

Sarcophagidae en gran parte del pais.
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Por otro punto los datos sobre la biologia de esta familia, también son muy escasos
(Martinez et al., 2000) y solo existe informacion de algunas especies del genero
Sarcophaga meigen (Romera et al., 2003). Lamentablemente, estos estudios estan
frecuentemente restringidos a registros aislados, por lo que la biologia de las

especies es en gran medida desconocida.

Se espera que la informacién obtenida con esta investigacion, ademas de contribuir
a nuevos conocimientos en esta area, aporte nuevos datos sobre la preferencia

ovipositoria de la familia Calliphoridae y Sarcophagidae.

1.2 Hipotesis

1.2.1 Hipotesis nula

Ho = Si las caracteristicas de putrefaccion desarrolladas utilizadas en la captura por
las especies bacterianas no tienen influencia en la atraccion ovipositoria, no habra
diferencia significativa en el nimero de larvas de cada especie de moscas

Calliphoridae y Sarcophagidae encontradas en las diferentes muestras de carne.

1.2.2 Hipotesis alterna

Ha = Si las caracteristicas de putrefaccion desarrolladas utilizadas en la captura por
las especies bacterianas tienen influencia en la atraccion ovipositoria, entonces
habra diferencia significativa en el nimero de larvas de cada especie de moscas

Calliphoridae y Sarcophagidae encontradas en las diferentes muestras de carne.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general:

Determinar las especies de larvas de moscas de las familias Calliphoridae y
Sarcophagidae de importancia forense capturadas utilizando carne de cerdo
inoculadas con diferentes especies bacterianas, a fin de identificar la preferencia de

las hembras de las moscas adultas para la ovoposicion.

1.3.2 Objetivos especificos:

1. |dentificar los especimenes inmaduros de Sarcophagidae y Calliphoridae,
mediante claves taxonémicas, capturados utilizando inéculos de diferentes especies

bacterianas.

2 Evaluar el nivel de afinidad ovopositoria de Calliphoridae y Sarcophagidae en
distintas especies bacterianas de acuerdo con las caracteristicas de

descomposicion de las diferentes muestras.
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2. Revisién de literatura

2.1 Entomologia Forense

La Entomologia forense implica el uso de insectos, principalmente larvas de
moscas, para estimar el intervalo post-mortem (IPM) en funcion de las tasas de
desarrollo y ecologia de sucesion de insectos especificos que se alimentan de
cadaveres. Como los insectos son poiquilotérmicos, su desarrollo depende en gran
medida de la temperatura ambiental (Parker et al., 2019; Shang et al., 2019). Este
vinculo entre el desarrollo de insectos y la temperatura fue reportado por primera

vez por un cientifico francés llamado Reaumur en el siglo XVIII (Mona et al.. 2019).
Sucesion faunistica

Al producirse la muerte de un animal, su cuerpo experimenta el proceso de
descomposicion por el que la materia organica se vuelve a incorporar al ciclo de
nutrientes a través de la accion de organismos desintegradores 'y
descomponedores. Este fenémeno provee de un microhabitat temporal y de un
recurso alimenticio a una gran variedad de organismos, entre los que los artropodos
son uno de los grupos implicados méas importantes, dentro de éstos, los insectos
destacan como los mas numerosos (Goffy & Flynn, 1991). Los animales que se
alimentan de un cadaver van variando en funcion del estado de descomposicion de
éste, en general, todos los organismos animales asociados a este tipo de
ecosistemas se incluyen bajo la denominaciéon de fauna sarcosaprofaga, cuya
clasificacion méé aceptada separa los siguientes grupos ecologicos (Arnaldos et al.,

2001; Campobasso et al., 2001; Johnson, 1975; Leclercq, 1996; Reed, 1958):

24



Especies necrofagas: aquellas especies que se alimentan del cuerpo
en descomposicién (destacan los dipteros y los coledpteros).
Especies necrofilas: aquellas especies que son depredadoras o
parasitoides de las necrofagas (principalmente dipteros, coledpteros e
himenopteros).

Especies omnivoras: aquellas especies que son capaces de
alimentarse tanto del cadaver como de los artrépodos asociados a él.
Especies oportunistas: aquellas especies que utilizan el cuerpo
como extensién de su habitat natural (por ejemplo, arafias, ciempiés,
acaros, colémbolos).

Especies accidentales: aquellas especies cuya presencia en

cuerpos en descomposicion se debe al azar.

2.2 Intervalo post-mortem (IPM)

El intervalo post-mortem hace referencia al tiempo transcurrido entre la muerte y el

descubrimiento de un cadaver (Parker et al., 2019). Hay varios procesos naturales

asociados con la descomposicion que pueden usarse para estimar el IPM (Viero et

al., 2019), pero muchas de estas son funciones reciprocas y se vuelven imprecisas

en la aplicacion muy rapidamente (Matuszewski, 2017). Ademas, se limitan a las

primeras 72 horas después de la muerte (Gelderman et al., 2018). Sin embargo,

durante esas 72-horas y mas alla, los insectos pueden ser una herramienta muy

poderosa para estimar el tiempo minimo desde la muerte. Dependiendo del nivel de
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accesibilidad y las condiciones ambientales, los insectos necréfagos rapidamente

pueden colonizar un cadaver fresco.

Por lo general, los primeros taxones que llegan en un cuerpo son las moscas
(Diptera), principalmente las (Calliphoridae), que puede localizar una fuente de olor
con gran precision espacial y depositar sus huevos en un occiso en cuestion de

minutos-horas de muerte.

2.3 Factores que influyen en el desarrollo de los insectos

Los factores externos en forma de condiciones climaticas, efectos de la luz solar,
lluvia, todos afectan la identificacion y determinacion de insectos forenses
relevantes. Siendo la temperatura y la humedad los factores climaticos mas

importantes (Schoenly et al., 1996; Sharma et al., 2015).

2.3.1 Efectos de la Geografia

La zona geografica influye en la sucesiéon de especies en los cadaveres, definidos
por tipos de suelo, tipo de vegetacion, clima, por recursos alimenticios, provocando
diferencias notables en la presencia de diversas especies (Anderson, 2001). Asi
como la descomposicion de los cadaveres difiere segun las condiciones

biogeoclimaticos, orograficos, faunisticos y de flora (MacGregor, 1999a. 1999b).

2.4 Diptera

El orden Diptera es uno de los predominantes durante los procesos de sucesion en
carcasas de animales. De acuerdo a diversos estudios (Barreto et al, 2002,
Carvalho et al., 2002; lannacone 2003; Wolff et al., 2001) se conoce que las familias

mas importantes que se alimentan de animales muertos son Calliphoridae,
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Sarcophagidae, Muscidae y los escarabajos necréfagos Dermestidae y Silphidae.
Para estas familias necréfagas las carcasas sirven como sustrato para la oviposicion

de adultos y fuente de alimento de los inmaduros (Carvalho et al., 2002).

2.4.1 Calliphoridae

Las moscas califéoridas (Diptera: Calliphoridae) son principalmente
descomponedoras, sarcosaprofagas y/o copréfagas. Esta familia ha sido objeto de
estudio dentro de diversas investigaciones a nivel mundial debido a que algunas de
sus especies representan importancia médica y sanitaria, siendo agentes de
dispersion de patdégenos causantes de enfermedades en el ser humano (Mariluis &
Schnack, 2002). Cada una de las especies presentan peculiaridades Unicas en el
crecimiento de sus ciclos larval, se caracterizan por un color verde metalico,
presentan un ciclo de vida de alrededor de 21 a 35 dias, sus habitos alimenticios
varian en la familia, pero varias son carrofieras lo que le hace de gran importancia

para la estimacion postmorten (Flores & Wolff, 2009).

Lehrer (1970) dividié esta familia en 9 subfamilias de las cuales 5 se encuentran
distribuidas para América. Las subfamilias presentes en el Neotrépico son
Mesembrinellinae (Centro y Suramérica), Calliphorinae, Chrysomyinae (Todo el
continente), Toxotarsinae y Rhiniinae (James, 1970; Peris, 1992; Mello, 2003). Se
estiman unas 1000 especies dentro de esta familia siendo la riqueza de especies
de la fauna neotropical considerablemente baja en comparacién con otras regiones;
solamente se registran 126 especies (Amorim et al., 2002), si se incluye la
subfamilia Mesembrinellinae, considerada distintamente por algunos autores como

Mesembrinellidae (Guimaraes, 1977; Mariluis & Peris, 1984), ademas de las
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especies invasoras del género Chrysomya, originarias de Africa y Asia. En Panama

se han reportado 26 especies (Bermudez, 2007).

2.4.2 Sarcophagidae

Las moscas de esta familia pueden reconocerse por la presencia de tres bandas
negras conspicuas sobre fondo gris en el térax, asi como por la combinaciéon de
caracteristicas como la presencia de dos a cuatro setas notopleurales, la coxa
posterior con setas sobre la superficie posterior y arista cominmente plumosa. Las
hembras son viviparas u ovoviviparas, depositando larvas vivas de primer instar

(Shewell, 1987).

Sus habitos son variados, comportandose como necréfagas, copréfagas,
depredadoras y parasitoides (Pape, 1996). En un importante nimero de especies
las larvas son carrofieras, alimentandose de materia organica en descomposicion,
lo cual las ubica dentro de los insectos de importancia forense como uno de los

primeros organismos que colonizan cadaveres (Smith, 1986).

3. ldentificacion taxondmica

La identificacion de los Calliphoridae y los Sarcophagidae requiere una metodologia
particular para los estadios larvales, en donde basta con la observaciéon de los
espiraculos inferiores y superiores para la estimacion del estadio larval en el que se
encuentre existiendo 4 categorias, L1, L2, L3 y fase pupa, cada uno de los estadios

posee caracteristicas en su alimentacion que le permiten a la mosca adquirir
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nutrientes para poder pasar a la fase de pupa y poder realizar la metamorfosis con

éxito (Amat & Wolff, 2008).

4. Caracteristicas ovipositorias en Calliphoridae y Sarcophagidae

Algunos factores influyen en la preferencia ovipositoria de las moscas Calliphoridae,
por ejemplo, la presencia de compuestos ricos en amoniaco y el sulfuro de
hidrégeno son estimulantes importantes para la oviposicion, asi como la humedad,

algunas feromonas (Ashworth & Wall, 1994; Fisher et al. 1998; Anderson, 2001).

Por otra parte, Sarcophagidae posee la caracteristica de depositar larvas de primer
estadio sobre los sustratos de cria (Barros et al., 2008; Pape & Dahlem, 2010). Esta
caracteristica les confiere cierta ventaja en comparacion con las especies oviparas,
en especial cuando se trata de sustratos efimeros, como son los casos de pequefos
cadaveres o cadaveres en condiciones de rapida desecacion (Barros et al., 2008;

Pape & Dahlem, 2010).

29



CAPITULO lli

MATERIALES Y METODOS

30



3. Area de estudio

3.1. Localizacion y descripcion de las estaciones de muestreo

Se escogieron 4 estaciones de muestreo ubicadas en los distritos de: Boqueron
(8°33'25,131”N, 82°34'33,884"W) correspondiente a la E1 ubicada en “Macano”
con altitud de 347 m s.n.m., seguida por la E2 situada en el corregimiento de “Los
Algarrobos, Dolega (8°30'40,429”N, 82°25'28,719”W) con una altitud de 156 m
s.n.m. y Bugaba, la E3 ubicada en La Mata (8°29'53'N, 82°36'57"W) altitud de 130
m s.n.m. y por ultimo la E4 ubicada en “La Concepcion” (8°31'8,098"N,

82°37'8,613”W) altitud de 118 m s.n.m.

Figura 1. Mapa con la ubicacion de las cuatro estaciones de muestreo.
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3.2 Preparacioén de los medios de cultivos

3.2.1 Agar MacCONKEY

Se utilizé el agar macConkey de la marca HiMedia, deshidratado.

3.2.2 Agar Sangre

Se utilizé agar base deshidratado (en polvo), de la marca HiMedia en un litro de
agua destilada; luego se agreg6 50 mL de sangre por cada litro de agar, mezclando
suavemente para homogeneizar.

3.2.3 Agar nutritivo
Se utilizo agar nutritivo de la marca HiMedia, deshidratado.

3.2.4 El agar TSI o agar hierro triple azucar
Se utilizé agar hierro triple aztcar de la marca HiMedia, deshidratado.

3.2.5 Agar EMB
Se utilizo agar eosina azul de metileno de la marca HKM, deshidratado.

3.2.6 Agar manitol

Se utilizé el agar manitol de la marca HiMedia, deshidratado.

3.3 Captura de las muestras ambientales

Se obtuvieron muestras de diferentes superficies mediante el método del hisopo.
Este método es el mas antiguo de los utilizados en el analisis microbiolégico de
superficies, sobre todo de aparatos y utensilios. Esta especialmente recomendado
para estudiar superficies muy contaminadas, ya que permite realizar diluciones

decimales de la muestra.
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3.4 Aislamiento de las colonias

Se separaron diferentes microorganismos mediante el método de siembra por estria
sobre un medio de cultivo sélido adecuado dispuesto en una placa Petri, con el
objetivo de obtener un cultivo puro de cada uno de los tipos de bacterias presentes
en la muestra original. Para comprobar la pureza de los mismos se les aplicé una

tincion de Gram.

3.5 Identificacion bioquimica

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabdlicas de las
bacterias, en muchos casos la presencia de enzimas preformadas (Bou et al., 2010).
Agar TSl o agar triple azucar es utilizado como prueba bioquimica para la
identificacion inicial de los bacilos Gram negativos ya que su objetivo es evidenciar
la fermentacién de los azucares presentes, y la produccion de sulfuro de hidrégeno
y gas (Gill, 2019).

Estd compuesto por tres carbohidratos principales glucosa, lactosa y sacarosa,
ademas de cuatro derivados proteicos como extracto de levadura, extracto de carne,
peptona y proteosa peptona. La mezcla de peptona y el extracto de carne
proporcionan nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el
crecimiento, y los carbohidratos son utilizados como fuentes de carbono y energia

(Condalab, 2019).

El Agar Mac Conkey permite el aislamiento exclusivo de bacilos Gram negativos,

por ende, es un medio selectivo ya que permite distinguir entre bacilos
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fermentadores y no fermentadores de lactosa (Gill, 2018). Ademas, esta compuesto
por pectonas que aportan nutrientes necesarios a las bacterias, la lactosa que es la
fuente de energia y las sales biliares junto con el cristal violeta actian como agentes
inhibidores del crecimiento de las bacterias Gram positivas y algunos bacilos Gram

negativos exigentes.

El Agar Sangre es utilizado como medio diferencial, ya que permite distinguir tres
tipos de bacterias como los beta-hemoliticos, los alfa—hemoliticos y los gamma-
hemoliticos, es decir, si tienen capacidad para romper los glébulos rojos presentes

en el medio (Barrero, 2016).

El Agar EMB es un medio selectivo y diferencial ya que permite detectar bacterias
Gram negativas en muestras mixtas principalmente de la familia
Enterobacteriaceae, debido a que posee colorantes de anilina como eosina y azul
de metileno que acttan inhibiendo el desarrollo de bacterias Gram positivas y Gram
negativas exigentes, ademas contiene lactosa que permite la diferenciacion de
fermentadores o no fermentadores de lactosa; también se combinan precipitando a
pH acido, que actuan como indicadores de produccién de acidos. Sin embargo, es
necesario recalcar que los productores mas débiles de acidos, forman colonias de
color violeta, a diferencia de los fermentadores de lactosa como Escherichia colique
produce colonias de color negro verdoso con brillo metalico, y los no fermentadores

de lactosa que forman colonias transparentes (Britanialab, 2015).
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El Agar nutritivo es un medio de cultivo no selectivo porque permite el crecimiento
de todo tipo de bacterias, principalmente usado para el cultivo de microorganismos
poco exigentes en sus requerimientos nutricionales (Andrade, 2014), esta
compuesto por pluripeptona y extracto de carne que actian como fuente de carbono
y nitrégeno, aportando nutrientes para el crecimiento de las bacterias (Britanialab,

2015).

El Agar manitol es utilizado para el aislamiento selectivo y la deteccion de
estafilococos, esta constituido de extracto de carne y la pluripeptona, que son
fuentes de carbono, ademas de nitrégeno, vitaminas y minerales (Guzman, 2019),
por otro punto el manitol actia como el hidrato de carbono fermentable, ya que
contiene una alta concentracion de sal (NaCl) que inhibe el desarrollo de otras
bacterias.

Los estafilococos positivos a la coagulasa (por ejemplo, Staphylococcus aureus)
producen colonias de color amarillo y un medio circundante de color amarillo,
mientras que los estafilococos negativos a la coagulasa producen colonias de color

rojo y no producen cambio de color en el indicador de rojo fenol (Chapman, 1945).

3.6 Preparacién del cepario

Después de aisladas las colonias de bacterias y posteriormente identificadas, se
conservaron en agar Muller Hinton; el mismo estaba constituido por peptonas que
proporcionan fuentes de nitrégeno organico, carbono, azufre, vitaminas, adecuado

para el cultivo de una amplia variedad de tipos de organismos, ademas también se
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conservaron en tubos de ensayo con caldo nutritivo principalmente usado para el
cultivo de microorganismos poco exigentes en sus requerimientos nutricionales

(Andrade, 2014).

3.7 Colocacion de trampas para moscas y larvas

3.7.1 Colecta de las larvas

Se utilizaron 32 frascos de plastico de 10x8 cm, estos frascos fueron divididos en
cuatro grupos de ocho, a cada uno de ellos se les colocé 2 mL de caldo con ocho
especies bacterianas diferentes (cada una por separado), adicionalmente se anadio
una porcion de carne de cerdo de 150 gramos (Figura 2), la cual sirvié como cebo,
la misma se dejé por un periodo de maduracién de dos dias en el laboratorio de
microbiologia de Universidad Auténoma de Chiriqui la (UNACH]I). Posteriormente
estos frascos fueron trasladados al campo, sustituyendo la tapa de plastico por un
trozo de alambre cuadriculado (Figura 3) que permitié la entrada de las moscas para
que realizaran la oviposicion y al transcurrir el tiempo obtener las larvas de

diferentes estadios.

Figura 2. Frascos con 150 gramos de carne de cerdo rotulados con la especie
bacteriana correspondiente a cada caldo.
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Figura 3. Trampa para la captura de larvas.

La trampa se dejo por cuatro dias haciendo constante observacion procurando la
obtencion de las larvas antes de que estas empezaran a desplazarse por las
paredes del frasco intentando escapar. Se tomaron datos de estadio larval, cantidad

de larvas por especie bacteriana, temperatura y altitud de las estaciones de colecta.

Figura 4. Masa larval con diferentes estadios, sobre la carne de cerdo utilizada
como cebo.
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3.8 Separaciéon e identificacion de los estadios inmaduros de

Calliphoridae y Sarcophagidae

La identificacion y separacion de las larvas se realizd en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas de la UNACHI. Se
separaron los especimenes por familia y a su vez por género, los cuales se
colocaron en viales con alcohol al 95 % y formalina al 10 % (Figura 5). Se capturaron

imagenes de cada uno de los especimenes identificados.

Para la clasificacion de las familias e identificacién de especies se utilizaron guias
taxonémicas especializadas como: Descripcion y Clave de los Estadios Inmaduros
de las principales especies de Calliphoridae de importancia forense en Colombia
(Zucchi, 2009). Identificacion de terceros estadios de moscas azules europeas
(Szpila, 2010). Dipteros de importancia forense en la Peninsula Ibérica (Velasquez
et al, 2010). Claves para géneros y especies de moscas califéridas (Whitworth.

2006).

Y para Sarcophagidae las guias utilizadas fueron: Estudio morfolégico de los
estadios de la mosca de la carne, Sarcophaga africa (Faraj & Mawllod, 2018).
Dipteros de importancia forense en la Peninsula Ibérica (Velasquez et al., 2010).
Sarcophagidae de importancia en Colombia: claves taxonomicas, notas sobre su
biologia y distribucion. (Buenaventura et al., 2009). El equipo utilizado para la

observacion de las larvas fue un estereoscopio Leica Zoom 2000 (Figura 6).
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Figura 5. Separacion de las larvas colectadas en diferentes tubos con alcohol al

95% y formalina al 10 % para su preservacion.

Figura 6. Identificacion de estadios larvales colectados.

3.9 Analisis estadistico y preparacion de informes

Para determinar diferencias en la preferencia ovipositoria de moscas de la familia

Sarcophagidae, entre las estaciones de muestreo y/o la especie bacteriana, se
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utilizé la prueba Chi? de Bondad de Ajuste. Respecto a los datos obtenidos en la
familia Calliphoridae, estos presentaban caracteristicas distintas, por lo tanto, no se
pudo ejecutar una prueba inferencial; en lugar de ello se realizaron evaluaciones
descriptivas. Los analisis estadisticos fueron ejecutados a través del paquete

estadistico IBM SPSS v.19 (IBM Corp. 2010).
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4.1 Antibiograma

4.1.1 Streptococcus viridans.

Streptococcus viridans presenté sensibilidad a seis antibiéticos, tuvo susceptibilidad

intermedia a dos antibidticos y resistencia a 11 antibiéticos. Cuadro 1y figura 7.

Cuadro 1. Susceptibilidad de Streptococcus viridans a diferentes antibioticos.

S. viridans OFX |[NOR| NA | PIP |CXM | TE £ PB | CTX

S S S S S S I I R
GM AMX | CF |FOS |ETP | TIM | OX | TIC | SXT | AM
R R R R R R R R R R

S: Sensible |: Intermedio R: Resistente

OFX: Ofloxacina  NOR: Norfloxacina NA: Acido Nalidixico ~ PIP: Piperacilina

CXM: Cefuroxima TE: Tetraciclina E: Eritromicina PB: Polimixina B
CTX: Cefotaxima GM: Gentamicina AMX: Amoxicilina CF: Cefepima
FOS: Fosfomicina ETP: Ertapenem TIM: Ticarcilina acido clavulanico

OX: Oxacilina TIC: Ticarcilina SXT: Trimetoprima-sulfametoxazol AM: Ampicilina

La penicilina es el antibiético de eleccion para el tratamiento de las infecciones por
S. viridans, sin embargo, la eritromicina o alguno de los nuevos macrdlidos es la
eleccion de segunda linea y de preferencia en pacientes con hipersensibilidad a la
penicilina. En los ultimos afos, en muchos paises se ha incrementado el uso de
eritromicina y aun mas el de los nuevos macrdélidos, promocionados para el

tratamiento empirico de las infecciones respiratorias como la otitis media, la
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faringoamigdalitis, la sinusitis y la neumonia. En consecuencia, ha habido un
aumento alarmante en la resistencia del Streptococcus a los macrélidos. (Rodriguez

et al., 2000).

S. viridans present6 una alta resistencia a la gentamicina y esto se asocia a una
pérdida del efecto sinérgico bactericida de la combinaciéon con un betalactamico.
(Villar & Jugo, 2013). También presenta resistencia a antibiéticos betalactamicos,
que incluyen a las cefalosporinas de tercera generacion, como son cefotaxima y

ceftriaxona (Villar & Jugo, 2013).

Streptococcus viridans es el causante de infecciones del tracto respiratorio superior
e inferior, ademas de otras enfermedades invasivas mucho mas severas, como son
las infecciones del Sistema Nervioso Central, infecciones osteoarticulares,

infecciones intraabdominales, la bacteriemia y la septicemia. (Valery et al., 2005).

Figura 7. Susceptibilidad de Streptococcus viridans a diferentes antibioticos.
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4.1.2. Serratia marcescens.

Serratia marcescens fue sensible a nueve antibiéticos y resistente a 10 antibiéticos,
cuadro 2 y figura 8. Presenté sensibilidad a la noflorxacina, al acido nalidixico y el
acido clavulanico pertenecientes al grupo de las quinolonas, las cuales han sido
utilizadas con mayor eficacia en tratamientos ya que inhiben la sintesis bacteriana

de ADN, siendo su blanco la topoisomerasa Il (Brugueras et al., 2005).

Cuadro 2. Susceptibilidad de Serratia marcescens a diferentes antibiéticos.

OFX |[NOR| NA | PIP |[CXM | TE | E PB | CTX

S. marcescens

GM AMX | CF |FOS | ETP | TIM | OX | TIC | SXT | AM

S R R R R S R S S R

S: Sensible I: Intermedio R: Resistente

OFX: Ofloxacina  NOR: Norfloxacina NA: Acido Nalidixico ~ PIP: Piperacilina

CXM: Cefuroxima TE: Tetraciclina E: Eritromicina PB: Polimixina B
CTX: Cefotaxima GM: Gentamicina AMX: Amoxicilina CF: Cefepima
FOS: Fosfomicina ETP: Ertapenem TIM: Ticarcilina acido clavulanico

OX: Oxacilina TIC: Ticarcilina SXT: Trimetoprima-sulfametoxazol AM: Ampicilina

El uso de la ampicilina y sulbactam-ampicilina no pueden ser utilizadas en
infecciones ocasionadas por Serratia marcescens, debido a los altos porcentaje de
resistencia presentados. Serratia marcescens mostro resistencia a la cefotaxima y

cefepime, antibiéticos dentro del grupo de las cefalosporinas de tercera generacion
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y esto se debe a la adquisicion de betalactamasas de espectro expandido. (Pérez

et al., 2000).

Serratia marcescens es causante de infecciones nosocomiales, puede afectar el
tracto respiratorio y el urinario, principalmente en pacientes inmunodeprimidos,

debido a la resistencia a los antibiéticos. (Govin et al., 2020).

Figura 8. Susceptibilidad de Serratia marcescens a diferentes antibioticos.
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4.1.3. Klebsiella pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae fue sensible a 11 antibioticos y resistente a ocho, cuadro 3y
figura 9.

Cuadro 3. Susceptibilidad de Klebsiella pneumoniae a diferentes antibiéticos.

K. pneumoniae | OFX | NOR | NA | PIP | CXM | TE E PB | CTX

S S S S S R R R R

GM AMX | CF | FOS | ETP | TIM | OX | TIC | SXT | AM

S R R S R S R S S S

S: Sensible I: Intermedio R: Resistente

OFX: Ofloxacina  NOR: Norfloxacina  NA: Acido Nalidixico ~ PIP: Piperacilina

CXM: Cefuroxima TE: Tetraciclina E: Eritromicina PB: Polimixina B
CTX: Cefotaxima  GM: Gentamicina AMX: Amoxicilina CF: Cefepima
FOS: Fosfomicina ETP: Ertapenem TIM: Ticarcilina acido clavulanico

OX: Oxacilina TIC: Ticarcilina SXT: Trimetoprima-sulfametoxazol AM: Ampicilina

Existe una diseminacion mundial de clones de bacterias y genes que le confieren
resistencia a los antimicrobianos, entre ellos esta el género Klebsiella, que ocupa

un lugar primordial. (Cars et al., 2008).

Presenté resistencia a la cefotaxima que pertenece al grupo de las cefalosporinas
de tercera generacion, debido a la produccion de R- lactamasas de espectro

extendido (Kliebe ef al., 1985).

Klebsiella pneumoniae fue sensible a amoxicilina y la ticarcilina acido clavulanico,
los cuales se consideran que tienen mejor actividad inhibidora frente a las cepas
productoras de R- lactamasas de espectro extendido. (Paterson & Bonomo, 2005).
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Los carbapenémicos como el ertapenem son otros de los antibidticos de primera
linea utilizados en el tratamiento de infecciones por Klebsiella pneumoniae
(Santisteban et al., 2014). Aunque Klebsiella pneumoniae en nuestro analisis
presentd resistencia al antibiotico cefepime, se considera como antibiotico de
primera linea para el tratamiento de infecciones graves por este patégeno (Pérez et

al., 2001).

Las quinolinas como la Norfloxacina y el Acido Nalidixico, presentaron sensibilidad
frente a Klebsiella, por ende, son otra alternativa efectiva con las infecciones
causadas por Klebsiella, sin embargo, se han reportado estudios que indican

resistencia a estos antibiéticos (Karas, Pillary & Muckart, 1996).

Klebsiella pneumoniae es causante de infecciones de dificil tratamiento, en el tracto

urinario, pulmones, tejidos blandos, area quirurgica y sepsis (Leal et al., 2006).

Figura 9. Susceptibilidad de Klebsiella pneumoniae a diferentes antibioticos.
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4 1.4 Escherichia coli

Escherichia coli presenté sensibilidad intermedia a cefuroxima, y sensibilidad a

todos los demas antibioticos, cuadro 4 y figura 10.

Cuadro 4. Susceptibilidad de Escherichia coli a diferentes antibiéticos.

Escherichia coli | OFX [ NOR | NA | PIP | CXM | TE - PB | CTX
S S S S I S S S S
GM AMX | CF | FOS |ETP | TIM | OX | TIC | SXT | AM
S S S S S S S S S S

S: Sensible |: Intermedio R: Resistente

OFX: Ofloxacina  NOR: Norfloxacina NA: Acido Nalidixico  PIP: Piperacilina

CXM: Cefuroxima TE: Tetraciclina E: Eritromicina PB: Polimixina B
CTX: Cefotaxima GM: Gentamicina AMX: Amoxicilina CF: Cefepima
FOS: Fosfomicina ETP: Ertapenem TIM: Ticarcilina acido clavulanico

OX: Oxacilina TIC: Ticarcilina SXT: Trimetoprima-sulfametoxazol AM: Ampicilina

Antibidticos como la Trimetoprima-sulfametoxazol, las quinolonas y las
cefalosporinas de tercera generacion son utilizadas para el tratamiento de

infecciones causas por E. coli. (Thielman & Gerrant, 1999).

En cuanto a nuestros resultados E. coli mostré6 una elevada sensibilidad a la
ampicilina, pero también se ha evidenciado que presenta resistencia debido a la
presencia de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) del tipo cefotaximasa.

(Garcia et al., 2011).
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También presentod sensibilidad a cefepime, pero se han mostrado evidencias que
presenta resistencia intermedia. (Castafieda ef al., 2009). En base a nuestros
resultados E. coli fue sensible al acido nalidixico dentro del grupo de las
cefalosporinas de primera generacion, pero se evidencia un aumento en la
resistencia a estos antibioticos debido a que E. coli usa mecanismos como la
conjugacion con trasferencia de ADN lo que permite obtener plasmidos, en los que
el ADN que codifica para las enzimas es trasferido de una bacteria a otra, lo que

hace que el antibidtico no sea efectivo. (Abarzua et al., 2002).

Escherichia coli es causante de diferentes infecciones bacterianas comunes como
el tracto urinario, bacteriemias y diarreas, también es un importante agente

etiologico de meningitis neonatal y neumonias. (Smith, Fratamico & Gunther, 2007).

Figura 10. Susceptibilidad de Escherichia coli a diferentes antibiéticos.
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4 1.5 Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum fue sensible a 17 antibidticos y resistente a soélo dos

antibiéticos, cuadro 5 y figura 11.

Cuadro 5. Susceptibilidad de Chromobacterium violaceum a diferentes antibidticos

Chromobacterium | OFX [ NOR | NA | PIP | CXM | TE E PB 1 CTX
violaceum
S S S S S S S S S
GM AMX | CF |FOS | ETP | TIM | OX | TIC | SXT | AM
S S S S S S S S S S

S: Sensible I: Intermedio R: Resistente

OFX: Ofloxacina  NOR: Norfloxacina  NA: Acido Nalidixico ~ PIP: Piperacilina

CXM: Cefuroxima TE: Tetraciclina E: Eritromicina PB: Polimixina B
CTX: Cefotaxima  GM: Gentamicina AMX: Amoxicilina CF: Cefepima
FOS: Fosfomicina ETP: Ertapenem TIM: Ticarcilina acido clavulanico

OX: Oxacilina TIC: Ticarcilina SXT: Trimetoprima-sulfametoxazol AM: Ampicilina

Se ha comprobado en otros estudios resistencia a las cefalosporinas de tercera
generacion como ceftriaxone y cefotaxime. (Herrera et al., 2005). Esta resistencia
es debida a la presencia de genes que codifican mecanismos de resistencia como
bombas de eflujo serino, R- lactamasas y metalo B- lactamasas. (Gémez et al.,
2016). Para el tratamiento de C. violaceum se recomiendan antibiéticos como
tetraciclina, trimetoprima-sulfametoxazol, gentamicina, meropenem, imipenem y

cloranfenicol (Mutters et al., 2000).
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La infeccion en humanos por Chromobacterium violaceum tiene una baja incidencia,
se considera una agente con baja virulencia, pero cuando logra producir una
infeccion y establecer una septicemia adquiere una alta mortalidad, puede provocar
neumonia y abscesos viscerales el higado, bazo, pulmoén, cerebro y necrosis de

oreja. (Atapattu et al., 2001).

El tratamiento antimicrobiano 6ptimo y la duracion durante la infeccion son
desconocidas, hay poca informacion acerca de la sensibilidad de este patdégeno a
los antibiéticos, todavia se desconoce su papel fisioldégico exacto; asi como sus
actividades bactericidas, citotoxicidad y su mecanismo de resistencia a los

antibiéticos.

Figura 11. Chromobacterium violaceum. Se observa inhibicion total del crecimiento
bacteriano.
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4.1.6 Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus fue sensible a 13 antibidticos y presenté resistencia a seis
antibiéticos, cuadro 6 y figura 12.

Cuadro 6. Susceptibilidad de Staphylococcus a diferentes antibioticos.

Staphylococcus | OFX | NOR | NA | PIP [CXM | TE & PB | CTX
aureus.
R R R S S S S S S
GM AMX| CF |FOS | ETP | TIM | OX | TIC | SXT | AM
S S S R R S R S S S

S: Sensible |: Intermedio R: Resistente

OFX: Ofloxacina ~ NOR: Norfloxacina  NA: Acido Nalidixico ~ PIP: Piperacilina

CXM: Cefuroxima TE: Tetraciclina E: Eritromicina PB: Polimixina B
CTX: Cefotaxima GM: Gentamicina AMX: Amoxicilina CF: Cefepima
FOS: Fosfomicina ETP: Ertapenem TIM: Ticarcilina acido clavulanico

OX: Oxacilina TIC: Ticarcilina SXT: Trimetoprima-sulfametoxazol AM: Ampicilina

En el caso de la gentamicina se observo sensibilidad, pero en otros estudios se ha
registrado resistencia a los aminoglicosidos debido a que estos antimicrobianos son
modificados por medio de acetilacion, adenilacion o fosforilacién y por lo tanto no
puede unirse adecuadamente a los ribosomas e impedir la sintesis de proteinas

(Ubukata et al., 1984).

El tratamiento eficaz contra Staphylococcus aureus sigue siendo la vancomicina
(VA), pero las fluoroquinolonas como la ofloxacina y la norfloxacina no se

consideran antibiodticos efectivos contra Staphylococcus debido a una modificacién
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en el codon 84 y 85 del ADN girasa bacteriana, alterando el sitio de accion del

antimicrobiano (Hopper, 2002).

Staphylococcus aureus es responsable de una amplia gama de enfermedades
desde cutaneas hasta virales como foliculitis, conjuntivitis, meningitis, sepsis,

endocarditis hasta neumonia (Doménech et al., 2013).

Figura 12. Suscep%ibllldad de Staplococ ureus a diferentes antibidticos.
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4.1.7 Bacillus sp.

Bacillus sp. fue sensible a un solo antibiético y resistente a 18 antibidéticos, cuadro
7'y figura 13, entre estos a la oxacilina, amoxicilina y acido clavulanico, también

registrados en otros estudios (Faria et al., 2001).

Cuadro 7. Susceptibilidad de Bacillus a diferentes antibiéticos.

Bacillus sp. OFX |NOR| NA | PIP [CXM | TE E P8+ CTX

GM AMX | CF | FOS |ETP | TIM | OX | TIC | SXT | AM

R R R R R R R R R R

S: Sensible |: Intermedio R: Resistente

OFX: Ofloxacina  NOR: Norfloxacina NA: Acido Nalidixico  PIP: Piperacilina

CXM: Cefuroxima TE: Tetraciclina E: Eritromicina PB: Polimixina B
CTX: Cefotaxima GM: Gentamicina AMX: Amoxicilina CF: Cefepime
FOS: Fosfomicina ETP: Ertapenem TIM: Ticarcilina acido clavulanico

OX: Oxacilina TIC: Ticarcilina SXT: Trimetoprima-sulfametoxazol AM: Ampicilina

Present6 resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion entre estos al
cefepime y cefotaxima, esta resistencia es debida a la produccion de un amplio
espectro de lactamasas, que hidrolizan el anillo R lactamico presente en todas las
penicilinas y cefalosporinas (Koneman et al., 1997). Estas enzimas inactivadoras
estan codificadas por genes extrasomales localizados en los plasmidos (Gomez,

1977).
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La resistencia de Bacillus sp. a la eritromicina es debida a una mutacion en un
dipéptido de la subunidad ribosomal 50S (Gomez, 1977), pero en otros resultados
ha mostrado sensibilidad a este antibiético, asi como también a la ampicilina,

gentamicina, clindamicina, y la tetraciclina (Nielsen et al., 2013).

Bacillus sp. es responsable de causar conjuntivitis, ulceras, endoftalmitis traumatica

o metastasica, meningitis, neumonia entre otros (Faria et al., 2001).

Figura 13. Susceptibilidad de Bacillus sp. a diferentes antibioticos.
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4.1.8. Pseudomona aeruginosa.

Pseudomona aeruginosa fue sensible a soélo cinco antibioticos y resistente a catorce
antibicticos, cuadro 8, la resistencia a los antimicrobianos es debida a la barrera de
permeabilidad ofrecida por su membrana externa de lipoproteinas y a los plasmidos

de resistencia (Brooks et al., 1999).

Cuadro 8. Susceptibilidad de Pseudomona a diferentes antibioticos.

Pseudomona OFX [NOR| NA | PIP |CXM | TE & PB | CTX
aeruginosa
S R R R R S R R R
GM AMX | CF |FOS|ETP| TIM | OX | TIC | SXT | AM
S R S R R S R R R R

S Sensible | Intermedio  R: Resistente

OFX: Ofloxacina  NOR: Norfloxacina  NA: Acido Nalidixico ~ PIP: Piperacilina

CXM: Cefuroxima TE: Tetraciclina E: Eritromicina PB: Polimixina B
CTX: Cefotaxima GM: Gentamicina AMX: Amoxicilina CF: Cefepime
FOS: Fosfomicina ETP: Ertapenem TIM: Ticarcilina acido clavulanico

OX: Oxacilina TIC: Ticarcilina SXT: Trimetoprima-sulfametoxazol AM: Ampicilina

Otros mecanismos de resistencia se deben a mutaciones genéticas, que son

codificados por el ADN cromosémico (Koneman et al., 1996).

En base a nuestros resultados presentoé sensibilidad a la gentamicina, ofloxacina y

a la ticarcilina acido clavulanico, pero se ha reportado en otros estudios resistencia
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a los aminoglucésidos y a las fluoroquinolonas, debido a la capacidad de formar
biopeliculas a partir de la produccién de alginato, ademas de la disminucion de la
permeabilidad de la membrana externa, bombas de eflujo y enzimas que modifican

los antibacterianos (Nakajima et al., 2002).

Antibidticos como aztreonam, imipenem, ciploflorxacina, y las cefalosporinas de
tercena generacion (ceftazidima y cefoperazona) son eficaces frente a cepas de
Pseudomonas (Pérez, Rodriguez & Zuazo, 1991). Pero es necesario utilizar
farmacos de forma combinada, para evitar resistencia cuando se usan de forma

unica (Oliver et al., 2004).

Pseudomona aeruginosa ocasiona enfermedades graves como bacteriemias,
neumonia, infecciones del sistema nervioso central, infecciones urinarias,

infecciones en ulceras y ectima gangrenosa, entre otras (Pollack & Ohl, 2002).

4.2 Calliphoridae

Figura 14. A. Cuerpo vermiforme de Calliphoridae. B. Espiraculos posteriores
de Calliphoridae.
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A continuacién, se muestra la cantidad de larvas de Phormia regina colectadas en
las diferentes estaciones de muestreo (cuadro 9).

Cuadro 9. Cantidad de larvas de Phormia regina colectadas en las diferentes
estaciones de muestreo.

Especie bacteriana E1 E2 £3 E4 Total
Escherichia coli 0 160 0 21 181
Pseudomona aeruginosa 0 115 0 0 115
Staphylococcus aureus 0 423 0 0 423
Chromobacterium violaceum 102 52 0 0 154

E1: Macano, E2: Algarrobos, E3: La Mata, E4: Concepcién

La familia Calliphoridae tiene importancia ecolégica, médica y sanitaria, debido a su
preferencia por heces, basura organica y carne en descomposicion (Mariluis &
Mulieri, 2005), de donde adquieren gran cantidad de patégenos como virus,

bacterias, hongos, protozoos y helmintos (Ferreira & Barbola, 1998).

Las larvas de Calliphoridae son vermiformes, acéfalas, en su extremo anterior
aguzado posee un esqueleto cefalofaringeo, mientras que su extremo posterior es
truncado, formado por un disco mas o menos céncavo y rodeado por cuatro a seis
pares de tubérculos coénicos. En el centro de este disco se encuentran dos
espiraculos posteriores, cada uno de ellos con aberturas espiraculares que suelen
utilizarse como caracteres diagnésticos en las larvas maduras principalmente en el

tercer estadio (Greenberg & Szyska, 1984).
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El cuerpo se encuentra dividido en 12 segmentos, la mayoria con anillos de espinas
pigmentadas paralelas o irregulares que pueden cubrir la totalidad del segmento o

s6lo una porcién de éste (Stehr, 1991).

En el cuadro 9 se muestra la totalidad de larvas por especie bacteriana, para
Escherichia coli se obtuvieron 181 larvas, solo en E1 y E2 (Algarrobos y
Concepcidn) sin embargo, para Pseudomona aeruginosa solo se encontraron larvas
en las muestras obtenidas en E2 (Algarrobos, 115), cabe mencionar que
Staphylococcus aureus obtuvo la mayor cantidad de larvas (423) en las muestras
obtenidas en la E2 (Algarrobos), y en Chromobacterium violaceum se

recolectaron 154 larvas entre la E1 y E2 (Macano y Algarrobos).

Phormia regina pertenece a la familia Calliphoridae, subfamilia Chrysomyinae, las
larvas se caracterizan por tener un espiraculo en la parte posterior, grande y
redondeado, ubicado en una invaginacién superficial, y espinas intersegmentarias
diminutas y afiladas dispuestas en hileras cortas (Vanin, 2009). Se caracteriza por
ser una mosca de importancia forense, por ocasionar miasis en animales (Hall &

Wall, 1995).

Los espiraculos respiratorios anteriores de las larvas de Phormia regina son
estructuras en forma de abanico que llevan 11 ramas, ademas el extremo posterior
de la larva presenta una placa espiracular ubicada en un hoyo profundo formado
por los margenes del segmento, por otro punto los espiraculos respiratorios
posteriores se caracterizan porque presentan un peritrema incompleto y tres ranuras

alargadas que se dirigen hacia la abertura del peritrema. (Vanin et al., 2009).
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Figura 15. A. Espiraculo grande y redondeado en la parte posterior espinas
intersegmentarias diminutas (flecha blanca). B. Peritrema incompleto (flecha
negra) y tres ranuras alargadas que se dirigen hacia la abertura del peritrema
(flecha blanca). C. Tamafio de la larva (1.5 mm) D. Espiraculos respiratorios.
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4.3 Afinidad de las larvas de Phormia regina en funcion de la especie

bacteriana

450 423
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200 181
154
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Escherichia coli Pseudomona Staphylococcus Chromobacterium
aeruginosa aureus violaceum

Cantidad de larvas de Phormia regina

Especie bacteriana

Figura 16. Afinidad de las larvas de Phormia regina por diferentes especies

bacterianas

En la figura 16 se observa que las larvas de Phormia regina tuvieron mayor
preferencia por la especie bacteriana Staphylococcus aureus (423), y menor
preferencia ovipositoria por la especie Pseudomona aeruginosa (115). Para estos
datos se omiti6 la prueba inferencial debido a que no todas las categorias
correspondientes a la estacion de muestreo y/o especie bacteria, presentaban

frecuencias.
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4.4. Afinidad de larvas de Phormia regina en funcién del sector de muestreo
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Figura 17. Afinidad de las larvas de Phormia regina en funcién de la estacion de

muestreo

En la figura 17 se observa que en la E2 (Algarrobos) se recolecté la mayor cantidad
de larvas de Phormia regina con un total de 760 larvas, seguido de E1 (Macano)
con 102 larvas, E4 (Concepcion) con 21 larvas y en E3 (La Mata) no se recolectd
ninguna larva. Phormia regina se caracteriza por ser una mosca que solo coloca sus

huevos en carrofia. (Byrd & Allen, 2001).

En base a nuestros resultados se comprobé que esta especie obtuvo una mayor
preferencia por la E2, donde se colecté la mayor cantidad de larvas. Cabe destacar
que la E2 se encontraba ubicada en una zona urbana, pero segun estudios estas

moscas prefieren las areas rurales, especialmente cerca de fuentes de agua
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(Brundage et al., 2011), caracteristicas que presentaba la E1, que esta ubicada en

una zona rural, rodeada de arboles y con una fuente de agua cercana (Rio Chico).

Por otro punto, se recolectd solo un espécimen de Lucilia cuprina correspondiente
a la E2 (Algarrobos), en el cebo que fue tratado con Serratia marcescens, esta
estacion esta ubicada en una zona urbanizada, lo cual concuerda con estudios
realizados por Wolff & Vélez (2007) donde esta especie esta particularmente

asociada con ambientes urbanos.

Lucilia cuprina pertenece a la familia Calliphoridae, sus larvas se caracterizan por
presentar un espiraculo con peritrema completo, ademas de un accesorio anal y
ausencia de esclerito, el cuerpo estd compuesto por 12 segmentos uno cefalico,
tres toracicos y ocho abdominales, el espiraculo anterior esta compuesto por una
hilera de 6 a 7 ramificaciones espiraculares, el espiraculo posterior se encuentra en
la parte posterior de una elevacion vy la abertura Unica espiracular o peritrema esta

sostenida por musculos espiraculares (Martins, 2014).

A diferencia de nuestros resultados, las larvas de Lucilia cuprina presentan
preferencia ovipositoria por los géneros bacterianos Providencia, Ignatzschineria,
Lactobacillus, Lactococcus, Vagococcus, Morganella y Myroides (Singh et al.,
2015). Lucilia cuprina es considerada una especie de importancia forense ya que
se ha encontrado frecuentemente asociada a cadaveres humanos y animales (Byrd
& Castner, 2001), también presenta importancia médica y veterinaria ya que

causante de miasis (Stevens & Wall, 1996).
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5 Sarcophagidae

A continuacion, se presenta la cantidad de larvas colectadas por especie bacteriana

en las diferentes estaciones de muestreo identificadas para Sarcophaga sp.

Cuadro 10. Cantidad de larvas colectadas por especie bacteriana en las diferentes

estaciones de muestreo identificadas como Sarcophaga sp.

Especie bacteriana Estaciones de colecta Cantidad de larvas Total
Streptococcus viridans E1 58 309
E2 13
E3 0
E4 238
Bacillus sp. = 175 286
E2 2
ES 25
E4 84
Serratia marcescens E1 232 243
E2 0
E3 9
E4 2
Pseudomona aeruginosa E1 V&4 231
E2 27
E3 30
E4 97
Staphylococcus aureus = 83 220
E2 9
E3 38
E4 90
Escherichia coli El 54 176
E2 0
E3 8
E4 114
Klebsiella pneumoniae E1 44 151
E2 67
E3 40
E4 0
Chromobacterium El 15 136
violaceum E2 19
E3 0
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Continuacién del cuadro 10.

, 4 102

Leyenda: E1 (Macano), 'E2 (Algarrobgs), E3 (La Mata), E4 (Concepcion).
Sarcophagidae fue la primera en colonizar los cebos, esta familia es considerada
por Pape (1996) como la mas importante, debido a que en ella encontramos el
larviparismo, caracteristica propia de esta familia, que hace que las hembras
coloquen larvas y no huevos, siendo beneficiosos para las larvas de Sarcophagidae,
ya que estas no tienen que esperar la maduracion del huevo, que por lo general es

de 1 a 2 dias, y asi aprovechan mas el recurso en el que se desenvuelven.

Esto les permite a estas larvas crecer muchisimo mas que a las otras larvas
necrofagas, siendo de un tamafo de alrededor de 21 mm. Esta caracteristica les
confiere cierta ventaja en comparaciéon con las especies oviparas, en especial
cuando se trata de sustratos efimeros, como son los casos de pequefios cadaveres
o cadaveres en condiciones de rapida desecacion (Barros et al., 2008; Pape &

Dahlem, 2010).

En este estudio se colectaron en total 1,752 especimenes larvales en diferentes
estadios inmaduros (cuadro 10) teniendo presencia en todas las estaciones de
muestreo y de igual manera en las ocho especies bacterianas, todas pertenecientes
al género Sarcophaga presentando las siguientes caracteristicas: cuerpo liso con
discretas espinas cuticulares y sin procesos laterales o posteriores; esqueleto
cefalofaringeo con brazos dorsales mas largos que los ventrales; espiraculos

anteriores con 21 papilas (figura 18), espiraculos posteriores localizados en una
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foseta en el extremo posterior con hendiduras respiratorias rectas, peritrema

incompleto y botén indiferenciado (Stojanovich et al., 1969).

Estos datos fueron sometidos a una prueba de Chi? de Bondad de Ajuste
considerando la estacion de muestreo y la especie bacteriana. Al contrastar ambas
variantes por separado tomando en cuenta la cantidad de larvas colectadas como
frecuencia, se determiné que existe diferencia significativa en el nimero de larvas,
en funcion de la estaciéon de muestreo (X?= 792.39, g.1.=3, P= 0.0001), asi como en
funcion de la especie bacteriana (X?= 121.79, g.1.=7, P= 0.0001); siendo la E1
ubicada en el distrito de Boquerén (Macano) la estacién con mayor cantidad de
larvas con 738. Mientas que, para la especie bacteriana, la mayor cantidad se
obtuvo a partir del cebo correspondiente a Streptococcus viridans con 309
especimenes. Cabe destacar que la E1 se encontraba ubicada en una zona rural,
rodeada de arboles a diferencia de las otras estaciones que se encontraban
situadas en areas mas urbanizadas. Estos resultados concuerdan con el estudio de
Garces et al., (2020) realizado en el Parque Soberania en el cual las moscas
también presentaron una preferencia en cuanto a zonas boscosas. Por otra parte,
la humedad, la etapa de descomposicion del cebo, y la liberacién de gases como
sulfuro, amoniaco y nitrégeno durante la fermentacion de la carne al transcurrir el
tiempo de exposicion, son factores importantes capaces de afectar el nimero de

individuos atraidos.

Es oportuno sefalar que a pesar de que no eran objeto de estudio de esta
investigacion, también fueron observadas moscas adultas de la familia Muscidae

concretamente la especie Musca domestica alimentandose de los cebos dentro de
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las trampas; sin embargo, no se obtuvo ningln estadio inmaduro de las mismas
debido a que estas no ovipositaron, y probablemente solo hayan visitado los cebos
para aprovechar los fluidos ricos en proteinas resultandoles Utiles a las hembras

sapréfagas para la maduracién ovarica.
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CAPITULO V

CONSIDERACIONES FINALES
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5.1 Conclusiones

En la prueba de antibiograma Bacillus sp., Streptococcus viridans y Pseudomona
aeruginosa fueron las especies que presentaron mayor resistencia a los antibioticos,

mientras que Escherichia coli fue la bacteria que presenté mayor sensibilidad.

Phormia regina fue la especie de la familia Calliphoridae con mayor cantidad de

larvas recolectadas.

Phormia regina presenté mayor afinidad ovipositoria por la especie bacteriana

Staphylococcus aureus.

La E2 ubicada en Los Algarrobos, Dolega fue la estacion con mayor cantidad de
larvas recolectadas de Calliphoridae todas correspondientes a la especie Phormia

regina.

Se obtuvo un total de 1752 larvas de Sarcophaga sp., estando presente en las
cuatro estaciones de muestreo y en las ocho especies bacterianas; se evidencio
una preferencia ovipositoria en funcién de la estacion de muestreo (Chi? de Bondad
de Ajuste: X?= 792.39, g.l.=3, P= 0.0001), asi como en funcion de la especie

bacteriana (Chi2 de Bondad de Ajuste: X2= 121.79, g.1.=7, P= 0.0001).

La mayor cantidad de larvas de Sarcophaga sp. se obtuvo del cebo correspondiente
a Streptococcus viridans con 309 especimenes; en cuanto a la estacion de muestreo
con mayor cantidad de larvas, esta fue la E1 ubicada en Macano, Boquerdn con un

total de 738.
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Se observé que a pocas horas de colocadas las trampas con los diferentes cebos
ya los mismos contaban con larvas, esto evidencia el comportamiento caracteristico
de Sarcophagidae al realizar larviparismo por parte de las hembras siendo las

primeras en colonizar el sustrato.
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5.3 Anexos

s VWS

Figura 18. A. Vista dorsal de la regidon anterior larva de lll estadio. B. Esqueleto
cefalofaringeo cuernos dorsales (CD) mas largos que los ventrales (CV). C
Espiraculo posterior con 21 papilas. D. Espiraculos posteriores localizados en
una foseta en el extremo posterior con hendiduras respiratorias rectas.
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