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I know Jah would never let us down...

They made their world so hard every day we got to keep on fighting
They made their world so hard every day the people are dying

It dread, dread for hunger and starvation dread dread, dread on
dread Lamentation dread dread But read it in Revelation dread dread
You'll find your redemption

Bob Marley

I can change the world with my own two hands
Make a better place with my own two hands
Make a kinder place with my own two hands

I can make peace on earth with my own two hands
I can clean up the earth with my own two hands
I can reach out to you with my own two hands
I'm gonna make it a brighter place

I'm gonna make it a safer place

I'm gonna help the human race

With my own two hands

I can hold you with my own two hands

I can comfort you with my own two hands

But you got to use your own two hands

Use your own two hands

With our own two hands

With my own two hands

Ben Harper
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1. RESUMEN.

La mosca doméstica es considerada una plaga comtn y abundante en las
granjas avicolas. Su densidad es proporcional a la acumulacién de estiércol de ave,
el cual constituye un excelente medio de cultivo para las larvas de estos insectos. M.
domestica puede actuar como vector mecanico y/o biolégico de diferentes
microorganismos patdgenos, presentes en las heces de pollo y causantes de
enfermedades gastrointestinales en humanos, convirtiéndose asi en un problema de
salud publica. Entre estos microorganismos se encuentran algunas especies del
género Salmonella, en su mayoria capaces de colonizar el aparato gastrointestinal de
los pollos y dispersarse en el ambiente a través de sus heces.

Se busca demostrar que la M. domestica puede actuar como vector mecénico
para la transmision de bacterias entéricas potencialmente patogenas, principalmente
serotipos de Salmonella presentes en la gallinaza.

Se colectaron moscas en el municipio Tovar, Edo. Aragua. Se estableci6 la
cria de M. domestica segin la metodologia de Martiradonna y Soto (2006). Los
insectos fueron expuestos a bajas temperaturas a fin de producir aletargo. Se midi6
el tiempo requerido para que la mosca recobrara su actividad. Para eliminar la carga
microbiana en la cuticula de las moscas, fueron sumergidas en desinfectantes
comerciales a base de: hipoclorito de sodio al 5%, amonio cuaternario al 10% y
polimetilendiurea al 5%, con posteriores bafios en agua destilada estéril. Luego del
tratamiento, la eliminacién bacteriana era comprobada haciendo caminar las moscas

sobre agar nutritivo estéril, con la consecuente ausencia de crecimiento microbiano.



Las moscas libres de microorganismos eran infectadas selectivamente con Salmonella
typhimurium LT2 presente en estiércol de pollo. Se colectaron moscas, muestras de
heces de pollo y gallinaza en diferentes lugares del Municipio Tovar, de las cuales
se aislo Salmonella spp. utilizando los medios especificos Agar SS y XLD, y la
posterior confirmaciéon de las bacterias aisladas con tinciéon Gram y pruebas
bioquimicas.

El tiempo de exposicion ideal de las moscas al frio fue de 150 seg, obteniendo
un aletargo de alrededor de 5 minutos. El desinfectante como componente activo,
amonio cuaternario eliminé toda la carga microbiana de la cuticula de las moscas en
4 de las réplicas. Las moscas desinfectadas colocadas en presencia de gallinaza
contaminada con S. typhimurium LT2 presentaron esta bacteria en su cuerpo; lo cual
se comprobdé mediante la transferencia de cada mosca a placas de agar XLD. En el
16,4% de las moscas colectadas en campo se encontré en su cuerpo Salmonella spp.
En 4 de 6 muestras de heces de pollo se encontré Salmonella spp. y en 4 de 6
muestras de gallinaza también.

Ya que M. domestica desarrolla gran parte de su ciclo de vida en heces de
pollo y gallinaza, se puede considerar una relacion directa entre la Salmonella spp.
aislada de la gallinaza y heces y la Salmonella spp. aislada del cuerpo de las moscas
en El Municipio Tovar. Relacionando esto con la alta densidad de M. domestica en
esta zona y que los habitantes sufren constantes disenterias provocadas por
bacterias entéricas.

Palabras Clave: Musca domestica, Salmonella spp., gallinaza, vector mecanico.



2. INTRODUCCION.

La mosca doméstica (Musca domestica Linneaus, 1758) es considerada una
plaga comun y abundante en las granjas avicolas (Axtell y Arens, 1990) y su
densidad es proporcional a la acumulacién de estiércol de ave, debido a que las
heces fecales constituyen un excelente medio de cultivo para las larvas de estos
insectos (Avancini y Silveira, 2000; Cova y Scorza-Dagert, 2006). Por otra parte, M.
domestica puede actuar como vector mecanico y/o biolégico de diferentes
microorganismos patégenos contenidos en el estiércol de pollo que pueden causar
enfermedades gastrointestinales en humanos (WHO, 2001; Keiding, 1986). Entre los
microorganismos dispersados por M. domestica se encuentran algunas especies del
género Salmonella pertenecientes al grupo de las enterobacterias. La mayoria de los
serotipos de Salmonella, colonizan el aparato gastrointestinal de los pollos y se
diseminan en el ambiente a través de sus heces (Del Pozo y col., 2001), lo que

conlleva a considerar a M. domestica como un problema de salud ptublica.

2.1. Biologia de Musca domestica.

Musca domestica (Figura 1) es una tipica mosca sinantrépica a diferencia de
otras especies de moscas, ya que se encuentra universalmente asociada al hombre.
Parte de su ciclo de vida lo puede efectuar en desperdicios organicos de humanos y

animales domésticos. (Montada, 2001; World Health Organization [WHO], 1991)



Clase: Insecta.

Orden: Diptera.

Familia: Muscidae.
Género: Musca.

Especie: Musca domestica
(Carvalho y Couri, 2005).

Figura 1. Morfologia y clasificacion de Musca domestica. Tomado y modificado de WHO (1991), Carvalho

y Couri, (2005).

Las especies del Orden Musca, generalmente son de tamafio mediano y en el
téorax presentan bandas grises y negras metdlicas con diferentes proporciones y
distribucién dependiendo de la especie (Montada, 2001). Poseen ojos compuestos,
antenas receptoras y aparato bucal chupador. En las alas presentan un angulo
agudo en la cuarta vena longitudinal como caracter autopomérfico de este género
(WHO, 1991).

En cuanto a sus habitos alimenticios, las moscas consumen casi cualquier tipo
de alimento, entre los que se encuentran principalmente: desechos organicos, sudor,
excretas de humanos y animales. En establecimientos humanos, las principales
fuentes nutricionales son leche, aztcar, jarabe, sangre, entre otros (WHO, 1991).
Generalmente, la presencia de estos insectos en los diferentes ambientes es reflejo de
condiciones sanitarias inapropiadas, lo que a su vez les permite a las moscas recoger
y transportar agentes infecciosos de diferente indole (Bonnefoy y col., 2008).

Las moscas domésticas son insectos holometdbolos con cuatro diferentes
etapas en su ciclo de vida: huevo, larva, pupa y adulto, cumpliendo asi una

metamorfosis completa (Figura 2). El desarrollo de los huevos hasta el adulto dura



entre 6 y 42 dias, dependiendo este tiempo de la temperatura ambiental (WHO,
1991; Montada, 2001). Mientras mayor sea la temperatura ambiental la duracién del
ciclo serdA menor. En condiciones de laboratorio (temperatura entre 28 - 32° C,
humedad relativa entre 70-80% y fotoperiodo con 12 horas de luz), el ciclo biol6égico
de M. domestica, tiene una duraciéon apréximada de 9 dias en completarse
(Martiradonna, 2006). Asi, las moscas adultas pueden vivir en condiciones de

laboratorio alrededor de 30 dias.

120 a 130

2 a 10 dias huevos

2 a 6 dias 12 a 24

horas

Figura 2. Ciclo de vida de Musca domestica.

Generalmente, las hembras colocan entre 120 y 130 huevos en
aglomeraciones de desechos organicos tales como basura y excremento, siendo este
altimo sustrato el mas importante por la alta cantidad de nutrientes que contiene

para el desarrollo de las larvas (Montada, 2001).



La mosca puede permanecer en el estadio pupal de 2 a 10 dias, dependiendo
de las condiciones ambientales. Cualquier cambio drastico en el ambiente inhibe el

paso a adulto ocasionando la muerte (WHO, 1991; Montada, 2001).

2.2. Importancia de Musca domestica en la salud publica.
Las moscas domésticas pueden actuar como vectores mecanicos y/o

biolégicos de diferentes microorganismos patégenos para los humanos,
entendiéndose como vector mecanico, cualquier animal, principalmente artrépodos
que pueden transportar agentes infecciosos tanto sobre como dentro de su cuerpo
(alojandose en el aparato bucal o tubo digestivo); pero estos agentes pueden vivir y
desarrollarse sin que intervengan en los procesos fisiolégicos y metabdlicos del
insecto, puesto que lo tnico que el insecto le brinda es protecciéon y transporte
(Hernandez-Chavarria, 2002).

Estas moscas pueden dispersar distintas enfermedades, ya que
frecuentemente se posan sobre alimentos para humanos luego de haberse posado en
los diferentes desperdicios (WHO, 2001; Keiding, 1986). Por ejemplo, el estiércol
puede actuar como un excelente medio de cultivo en donde se desarrollan tanto las
larvas de las moscas como los microorganismos transportados por ellas. La cantidad
de microorganismos transportados por M. domestica a partir de las heces depende
de la densidad de los mismos y el tiempo que tengan las excretas en el ambiente
(Greenberg, 1964).

Entre las bacterias patégenas asociadas al estiércol se encuentran especies de

los géneros: Escherichia, Salmonella y Shigella, estos patégenos pueden ser



transmitidos de tres formas: i) a través de la superficie corporal, ya que la presencia
de espinas y cerdas pueden atrapar material contaminado, ii) por regurgitaciéon
encima de la comida como preludio a su alimentacién y iii) por la defecacién de los
patogenos (Béjar y col., 2006). Generalmente, los agentes infecciosos se adhieren a
las estructuras pilosas del abdomen y patas del muscido, logrando ser dispersados a
cualquier lugar donde el muscido se pose nuevamente.

Se han encontrado muchos problemas relacionados con la salud ptblica en
regiones agricolas donde es utilizado el estiércol de pollo como fertilizante ya que
su alto contenido en materia organica propicia la proliferacién de las moscas.

Las enfermedades que las moscas domésticas pueden transmitir, incluyen las
infecciones entéricas, tales como: la disenteria, la diarrea, la fiebre tifoidea, el colera
y ciertas infecciones transmitidas por helmintos; de igual forma pueden transmitir
infecciones en los ojos, poliomielitis e infecciones en la piel (WHO, 2001). En la
figura 3 se observa el ciclo de infecciéon causa-efecto de la M. doméstica sobre el

humano.
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Figura 3. Ciclo de infeccion causa-efecto de la M. domestica. Tomado y modificado de Keiding (1986).
Las moscas pueden estar en contacto con sustratos que posiblemente estén contaminados con diferentes
patégenos. Los muscidos contaminados pueden depositar suficientes microorganismos encima de
alimentos, piel y/o utensilios de uso humano, causando las diferentes infecciones mencionadas
anteriormente (Greenberg, 1964).

2.3. Gallinaza o estiércol de pollo.
Las unidades de producciéon avicola industrial generan grandes cantidades

de desechos sélidos que incluyen excretas, residuos de alimentos, y animales
muertos, que posteriormente son utilizados como abono organico en el sector
agricola de baja produccién.

Las excretas de pollos pueden ser utilizadas como fertilizante orgénico,
generalmente en zonas rurales, donde es conocido como gallinaza. Casi siempre
estd constituida por residuos de alimentos y plumas ademés de las excretas
(Palacios, 2005; Rios y col., 2005).

Por otra parte cuando se trata de gallinas ponedoras o cria de pollos para

engorde, el suelo de los galpones se encuentra frecuentemente cubierto con céscara



de arroz (Palacios, 2005; Rios y col., 2005). Las excretas, asi como los residuos de
alimentos y plumas son mezclados con la céscara de arroz, constituyendo una
especie de lecho o cama, conocido como yacija. Estas camas son descartadas luego
de varias generaciones de pollos, generando un residuo rico en nutrientes
(minerales), pero con muy alto contenido de materia orgéanica.

El empleo de gallinaza y yacijas como abono organico, es una practica comtn
entre los productores agricolas. Sin embargo, la aplicaciéon directa de estos
materiales a los suelos, sin previo tratamiento, genera una serie de problemas, entre
los que se encuentran los malos olores y la proliferaciéon de moscas, ademés de la
dispersion de los microorganismos patégenos que pudiesen estar presentes en este
tipo de fertilizante (Palacios, 2005; Rios y col., 2005).

En zonas rurales se ha encontrado que tanto la yacija como la gallinaza no
poseen diferencias en cuanto a preferencia de uso como fertilizante por los
agricultores, todo depende de la practica avicola que se realice en dicha regién. En

general, el fertilizante se puede identificar con cualquiera de los dos nombres.

24. Caracteristicas del género Salmonella.
El género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae. Estas bacterias

son bacilos Gram negativos que suelen ser méviles a excepcion de la Salmonella
entérica serotipo Gallinarum y las mutantes inméviles. La mayoria utilizan citrato
como tnica fuente de carbono y pueden producir gases como CO2 y Hz por la
fermentacion de carbohidratos, en especial de la glucosa. S. entérica serotipo Typhi

representa una excepcién muy importante, ya que no produce gas (Perea y Corral,



1996). Las colonias son generalmente blancas, redondas, con bordes uniformes,
pequenias y concavas. Por lo general las bacterias de este género tienen la capacidad
de producir compuestos sulfurados, descarboxilar la lisina y la ornitina, y estas
cualidades son utilizadas para la identificacion de estas bacterias a partir de pruebas
bioquimicas, asimismo, estas bacterias tienen la capacidad de sobrevivir a presiones
osmoticas relativamente elevadas y multiplicarse a valores relativamente bajos de
pH (HiMedia®, 1998 y Ox0id®, 1995).

Casi todos los serotipos de Salmonella colonizan el aparato gastrointestinal de
los pollos y se diseminan a través de la via fecal-oral hasta el ambiente. Los
serotipos Enteritidis y Typhimurium presentan afinidad por las aves de corral y casi
invariablemente son invasoras de su tracto digestivo. Estos serotipos pueden
infectar el aparato reproductivo y transmitirse verticalmente al huevo del ave (Del
Pozo y col., 2001). Rojas y col. (2002) aislaron de la cama de pollos utilizada en
avicultura, varios serotipos de Salmonella y ademds, hongos de los géneros

Aspergillus y Penicillium.

2.4.1. Salmonelosis. Sintomas, diagnoéstico y patogénesis.
El nombre de salmonelosis es dado al conjunto de enfermedades del hombre

y de los animales producidas por diferentes microorganismos del género Salmonella
(Perea y Corral, 1996). El tipo de enfermedad causada por estas bacterias no
depende solo del serotipo de la bacteria, sino también de la especie y estado

inmunolégico del individuo infectado (Galén, 1996). La especie S. entérica serotipos
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Typhimurium y Entéritidis son la causa més comudn de la salmonelosis en humanos
(Sanchez y Cardona, 2003; Madigan y col. 2004).

La ingestion de alimentos que contienen alta densidad de Salmonella, deriva
en la colonizacion del intestino delgado y grueso por parte de la bacteria. La
manifestacion de la enfermedad ocurre de 8 a 48 horas después de la ingesta. Las
expresiones clinicas varian desde severas infecciones sistémicas, hasta
gastroenteritis leve, donde los sintomas principales son repentino dolor de cabeza,
escalofrios, deshidratacién, anorexia, vomitos y diarreas liquidas sin sangre o moco,
seguido de fiebre durante varios dias. Generalmente, la enfermedad desaparece sin
intervencién a los 3 dias, pero incluso después de la recuperacion, el paciente tendra
Salmonella en sus heces por varias semanas (Galan, 1996; Parra y col., 2002; Madigan
y col., 2004; Figueroa, y Verdugo, 2005).

El diagnéstico de esta enfermedad se realiza mediante la observacion clinica
de los sintomas, la historia del consumo reciente de alimentos y por el cultivo del
microorganismo a partir de las heces (Madigan y col., 2004). Generalmente, para el
tratamiento de la enfermedad se utilizan diferentes tipos de antibi6ticos como
ampicilina, gentamicina, trimetoprima/sulfametozazol o ciprofloxacina, ademés de

una rehidratacion con fluidos intravenosos (www.cdc.gov; consulta: Noviembre,

2008).
Después de la ingestion, la bacteria puede resistir el pH acido del estémago
hasta llegar al intestino delgado donde coloniza las células del epitelio intestinal.

Antes de invadir, la bacteria debe adherirse a las células del tejido intestinal. Para
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ello utiliza el mecanismo de las adhesinas que poseen una estructura que les
permite reconocer los receptores presentes en las células del hospedero.
Generalmente, las adhesinas de las bacterias Gram negativas son: fimbria, fibrilla,
flagelo, lipopolisacarido (LPS) y capsula (Parra y col., 2002; Sdnchez y Cardona,
2003; Figueroa, y Verdugo, 2005).

El patégeno interacttia compleja e intimamente con las células que no son
normalmente fagociticas como las células epiteliales que poseen en la superficie una
capa mucosa. Las bacterias penetran hasta llegar a la lamina propia de la region
ileocecal y se multiplican en los foliculos de la regién linfoide presentdndose
hiperplasia reticuloendotelial. Se considera que la Salmonella puede activar mas de
un camino de transduccién de sefiales para promover su entrada a las células del
hospedero (Galan, 1996; Parra y col., 2002; Sanchez y Cardona, 2003; Figueroa, y
Verdugo, 2005).

Los mecanismos de patégenisidad con que Salmonella induce la diarrea y
septicemia no han sido descritos detalladamente. Pero parece ser un fenémeno
complejo que involucra diferentes factores de virulencia. Se ha encontrado la
presencia de una enterotoxina en S. entérica serotipos Typhimurium y Typhi, similar
a la enterotoxina de Vibrio cholerae y la toxina termolabil de E. coli (Parra y col.,

2002).
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3. ANTECEDENTES.

En los Andes de Venezuela, Cedefio y Afiez (2001) han advertido que es
inapropiado el uso excesivo de estiércol de pollo o gallinaza como abono de
horticultura, debido a la proliferacién de moscas que genera esta préactica. A la vez,
se ha recomendado la aplicaciéon de sanciones para los usuarios de gallinaza que no
cumplan con las exigencias sanitarias, tales como su almacenamiento en seco,
compost o su mezcla con cal. En la localidad horticola de Timotes, Estado Mérida, el
Concejo Municipal ha prohibido el transporte, almacenamiento y uso de la gallinaza
por los maltiples problemas de salud publica que derivan de su utilizaciéon (Gaceta
Municipal de Timotes, Estado Mérida, Venezuela, Afio XI, N°2: ver Scorza y Cova,
2006).

La M. domestica constituye un serio problema de salud publica, ya que
mientras mayor sea la densidad de éstas en un ambiente, mayor seré el nimero de
pacientes que presenten enfermedades diarreicas (Cavaceppi, 1951; Greenberg y
col.,, 1962; Greenberg, 1964; Greenberg y col., 1970; Keiding, 1986; Oo, K y col., 1989;
WHO, 1991; Manrique-Saide y Delfin-Gonzales, 1997; Iwasa y col., 1999; Kobayashi
y col,, 1999; Cedefio y Anez, 2001; Del Pozo y col., 2001; Montada Dorta, 2001;
Moissant y col., 2004; Scorza-Dagert y Cova, 2006; Ugbogu y col., 2006; Host y col.,
2007; Bonnefoy y col., 2008). Los ambientes que presentan condiciones sanitarias
inadecuadas atraen a las moscas con mayor facilidad, provocando que los alimentos
y agua presentes en estos sean mas susceptibles a la contaminacién por organismos

patogenos. Esto tiene como resultado una mayor cantidad de personas con
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infecciones bacterianas causadas por el consumo de alimentos contaminados en
estos ambientes (Ugbogu y col., 2006).

Greenberg y col. (1962) propusieron que la presencia de moscas en los
mataderos de reses y cerdos es uno de los principales indicativos de la presencia de
Salmonella.

Greenberg (1964) demostré que Salmonella entérica serotipo Typhimurium
puede ser transmitida a seres humanos por M. domestica a partir de heces de perro
infectadas con la bacteria.

M. domestica se encuentra asociada a muchos microorganismos y la densidad
de ellos varfa a lo largo de la metamorfosis, siendo la fase larval la que presenta
mayor nimero de microorganismos asociados (Greenberg, 1964). De igual forma, la
densidad de microorganismos presentes en el cuerpo de las moscas adultas sigue
siendo muy elevada.

Oo y col. (1989) y Aksakal y Ozcel (1993), detectaron en el exterior e interior
del cuerpo de adultos de M. domestica diferentes tipos de enterobacterias como:
Escherichia coli, Salmonella spp. Shigella spp., Klebsiella pneumoniae y Proteus spp. A su
vez, Calisir y Polat (1993), Iwasa y col. (1999), Kobayashi y col. (1999), aislaron E. coli
en las patas e intestino de M. domestica capturadas en granjas de pollo, vacas y
cerdos, y en zonas rurales de Japon. Por otra parte, Moissant y col. (2004) sefialaron
a M. domestica como un vector mecdanico eficiente de quistes de protozoarios, huevos
de helmintos, bacterias, virus y hongos. Estos investigadores aislaron bacterias de

ejemplares adultos y determinaron que la mayoria eran bacilos Gram negativos
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aerobios, que correspondian a la bacteria Escherichia coli y en menor ntimero a los
géneros Enterobacter y Citrobacter. Por su parte Ugbogu y col. (2006) aislaron
especies de los géneros Shigella y Salmonella sobre M. domestica capturadas en
diferentes lugares urbanos y domésticos de la ciudad de Uturu en Nigeria.

Castellanos y Murguia. (1999) alegan que en ambientes tropicales la
produccion avicola se ve afectada por las elevadas temperaturas, humedad y la
presencia eventual de Salmonella, que puede ser patégena tanto para las aves como
para los humanos. Estos mismos investigadores realizaron tratamientos con dietas
experimentales a base de azicar de cafia y un producto probiético comercializado
como Meitio Healthy Friend® (MHF) que posee una combinacién de Oligosacéaridos
y dextrano. Los oligosacaridos no son hidrolizados en el intestino de las aves y
sirven como sustrato para el desarrollo y proliferacion de bacterias benéficas. Las
bacterias benéficas reducen el pH intestinal debido a la produccién de &4cidos, lo
cual impide el desarrollo de E. coli y Salmonella, entre otros patégenos. En los pollos
alimentados con aztcar de cafia encontraron en muestreos del tubo digestivo y
sangre a la quinta semana la presencia de especies del género Salmonella en un 87%,
en cambio los pollos alimentados con MHF s6lo un 25% estaban infectados con esta
bacteria.

Del Pozo (2001) encontré que el 13,6% de 140 muestras analizadas de pienso
para gallinas y las materias primas utilizadas para su fabricacién se encontraban

contaminadas con Salmonella. Este investigador, demostr6 que la existencia de

15



diferentes serotipos de Salmonella en los gallineros estd asociada a la falta de higiene
en la preparacion de los alimentos para las gallinas.

La humedad en las camas de pollos proporciona las condiciones 6ptimas
para el desarrollo y proliferacion de microorganismos que pueden causar
infecciones bacterianas de gran importancia médica como la salmonelosis (Rojas y
col.,, 2002). Generalmente, las camas de pollos se contaminan por medio de la
deposicion de las heces de aves infectadas, provocando a su vez la propagacion de
las bacterias en ambientes limpios donde se encuentran los pollos sanos. A su vez
Rojas y col. (2002) encontraron que el 7,28% de las muestras analizadas de cama de
pollos se encontraban contaminadas con especies del género Salmonella.

Recientemente, Holt y col. (2007) demuestran con su estudio que la mosca
domeéstica puede contaminarse rdpidamente de diferentes serotipos del género
Salmonella ya que se desarrollan y residen en un entorno donde esta bacteria abunda
y prolifera.

Tomando como referencia todos estos estudios previos, se propone la
existencia de una correlacion directa entre el crecimiento descontrolado de moscas
domeésticas en comunidades agricolas, donde utilizan constantemente las excretas
de pollo como fertilizante sin haber sido tratado previamente y la proliferacién de

enfermedades gastrointestinales producidas por bacterias del género Salmonella.

16



4. JUSTIFICACION.

Diversos estudios sugieren que el estiércol de pollo posee gran diversidad de
microorganismos patégenos asociados y que M. domestica puede actuar como vector
mecanico de estos microorganismos, ya que gran parte de su ciclo de vida lo puede
desarrollar en este tipo de sustratos. Sin embargo, con estos estudios no queda claro
que en zonas rurales el incremento de casos de salmonelosis est4 relacionado con M.
domestica como vector mecanico. De alli la importancia de determinar que las
especies de Salmonella presentes en el estiércol de pollo usado como fertilizante y las
presentes en las moscas que en €l se desarrollan, a su vez, son las mismos serotipos
causantes de enfermedades entéricas. La solucién de este gran problema de salud
publica, requiere la concientizacién de los productores agricolas, sobre los efectos
que tiene en su comunidad el uso de excretas de pollo como fertilizante sin

tratamientos previos a su uso.
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5. OBJETIVOS.

5.1. General.
Demostrar que la Musca domestica puede actuar como vector mecanico para la

transmisiéon de bacterias entéricas, principalmente del género Salmonella, en
comunidades agricolas donde se emplean fertilizantes organicos constituidos

principalmente por excretas de aves de corral.

5.2. Especificos.
e Establecer una cria de Musca domestica en condiciones de laboratorio.

e Establecer y estandarizar un método para manipulacién y desinfeccién de las
moscas.

e Demostrar que las moscas domésticas desinfectadas pueden contaminar sus
patas con serotipos de Salmonella luego de caminar por un sustrato
contaminado.

e Caracterizar los aislados bacterianos provenientes de gallinaza y moscas en la
comunidad agricola de La Colonia Tovar utilizando técnicas convencionales

de microbiologia y técnicas bioquimicas.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Zona de estudio.
El estudio se realiz6 en la region agricola de La Colonia Tovar, capital del

Municipio Tovar del Estado Aragua (Figura 4). Se encuentra ubicada en la ladera
Sur el Picacho Codazzi en la cordillera de la costa, en la cuenca alta del rio Tuy a
1.700 m.s.n.m. Estd comprendida entre los 10°22" y 10°26" de latitud Norte y los
66°15" y 67°21" de longitud Oeste. Esta regiéon se caracteriza por temperaturas que
varian entre los 10° y 20° C con un régimen de precipitacion de 6 a 7 meses que va
desde Mayo hasta Noviembre y el periodo seco desde Diciembre hasta Abril. La

vegetacion suele ser tipica de bosque nublado (Pefalver, 2001).

n.' ESTADO ARAGUA -

Bpr—

Figura 4. Mapa politico del Estado Aragua. Tomado y modificado de: www.igvsb.gov.ve, Consultad:
Noviembre, 2008.

6.2. Material biolégico.
Se utiliz6 la bacteria entérica Salmonella typhimurium LT2 (ST1) - CVCM37 la

cual posee los marcadores genéticos Histidina negativo y Triptofano negativo. Esta

fue suministrada por el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos
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(CVCM). Ademas, se utilizaron los diferentes serotipos de Salmonella aislados en los

trabajos de campo. Asi mismo, se utiliz6 la mosca doméstica (Musca domestica L.).

6.3. Medios de cultivo.
Se emplearon diferentes medios de cultivo en los diferentes ensayos a

realizar.

6.3.1. Medios de cultivo para enriquecimiento bacteriano.

6.3.1.1 Agar nutritivo (AN).
Este medio es de composicion indefinida y nutritivamente rico; puede

utilizarse para el cultivo de una amplia variedad de bacterias (Coello y col., 2003).

Tabla 1. Composicién del medio AN. Tomado de Difco®, 1953.

Componentes Concentracion.
Bacto-peptona. 5,0 g/L
Extracto de carne. 3,0 g/L
Bacto agar 15,0 g/L

Los componentes descritos en la tabla 1 fueron mezclados con agua destilada
y llevados a ebullicién, agitando continuamente hasta que se complet6 la disolucion
del agar. La preparacion fue distribuida en botellas de 400 mL, llenas hasta 300 mL
y seguidamente esterilizadas en autoclave por 15 minutos, a 121° C. Posteriormente
se transfiri6 a cdpsulas de Petri en condiciones de asepsia, las cuales fueron
almacenadas en un lugar fresco (Difco®, 1953).
6.3.1.2. Caldo Luria Bertrami (LB).

El caldo LB es un medio de composiciéon indefinida utilizado para el cultivo y
reproduccién en masa de bacterias. Puede utilizarse para casi cualquier variedad

bacteriana.
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Tabla 2. Composicion del Caldo LB. Tomado de Coello y col., 2003.

Componentes Concentracion
Bacto Triptona. 10,0 g/L
Extracto de levadura. 5,0g/L
Cloruro de sodio. 5,009/L

Los componentes sefialados en la tabla 2 se disolvieron en agua destilada y se
llevaron a ebulliciéon agitando constantemente. El medio fue distribuido en botellas
con tapa de rosca de 100 mL de capacidad y seguidamente fue esterilizado en
autoclave por 15 minutos, a 121° C.
6.3.1.3. Solucidn salina.

Se prepar6 una solucién de cloruro de Sodio al 0,85% (p/V) en agua destilada
la cual fue distribuida en frascos pequefios o tubos con tapa de rosca. Seguidamente

se procedi6 a su esterilizacion en autoclave a 121° C.

6.3.2. Medios especificos para aislamiento e identificaciéon de Salmonella.

6.3.2.1. Medio minimo agarizado suplementado con Histidina y Triptéfano.
Se prepararon dos soluciones por separado, el Agar 2X y las Sales 2X (Tabla

Para preparar 500 mL de medio se procedio:
Para la solucion agar 2X se agregaron 7,5 g de bacto agar y se disolvieron en

250 mL de agua destilada. La preparacion se esteriliz6 a 121° C por 15 minutos.

Tabla 3. Composicion de la solucion de Sales 2X. Tomado de Coello y col., 2003.

Componente Concentracion
NaH,PO,H,0 0,80 g/L
K;HPO, 21 g/L

(N H4)ZSO4 2 g/L
KH,PO, 9g/L
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Para la solucién de las Sales 2X se mezclaron los componentes de la Tabla 3 y
se esterilizaron a 121° C por 15 minutos.

A la solucion de sales 2X ya estéril, se le agregé 1,0 mL de MgSOs estéril; 5,0
mL de fuente de carbono estéril; 2,5 mL de vitamina B1; y los otros requerimientos
necesarios como los aminoacidos, tales como histidina y triptéfano. En la tabla 4 se
muestran los requerimientos de los suplementos, tal como la concentracién del

stock, volumen por litro de medio y concentracion final del suplemento en el medio.

Tabla 4. Tabla de suplementos para los medios minerales y nutritivos. Tomado de Coello y col.

2003.
Sustancia Concentracion del stock | Concentracion final
Glucosa 20% (p/v) 0,2%
Lactosa 20% (p/v) 0,2%
Vitamina B, 1,0 mg/ml 5,0 pg/ml
Aminoacidos 4,0 mg/mi 20,0 pg/mi

Se mezclaron las sales 2X suplementadas, con el agar 2X fundido a una
temperatura no mayor de 70° C, se agit6 bien y se sirvid en placas de Petri estériles.
6.3.2.2. Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD).

El agar XLD es un medio especifico para la identificacion de patdgenos

entéricos, principalmente especies del género Salmonella y Shigella.

Tabla 5. Composicién del agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD). Tomado de MacFaddin, 2003.

Componentes Concentracion
Extracto de levadura 3g/L
Xilosa 3,75 g/L
L-Lysina - HCI 5¢g/L
Lactosa 7,50/l
Sacarosa 7,59/l
Cloruro de sodio (NaCl) 5g/L
Desoxicolato de sodio 1g/L
Tiosulfato de sodio 6,8 g/L
Citrato de amonio férrico 0,8¢g/L
Rojo fenol 0,08 g/L
Agar 12,5 g/L
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Se mezclaron cuidadosamente los componentes indicados en la Tabla 5 junto
con el agua destilada en presencia de calor agitando constantemente hasta
completar la disolucién del agar sin sobrecalentarlo. Al obtener una solucién
homogénea se transfiri6 inmediatamente a un bafio de Maria a 50° C donde se
mantuvo hasta ser servido en placas de Petri. Es recomendable no preparar grandes
cantidades de este medio. Este medio no se autoclavé (Oxoid®, 1995).
6.3.2.3. Caldo Rappaport-Vassiliadis (RV).

El caldo RV es un medio especifico para el enriquecimiento selectivo de
Salmonella  en alimentos y muestras ambientales para su posterior

aislamiento(www.oxoid.com, 2008).

Tabla 6.- Composicién del Caldo Rappaport-Vassiliadis (RV). Tomado del Manual HiMedia®, 1998.

Componentes Concentracion
Peptona de caseina 4,50 g/L
Cloruro de sodio 7,20 g/L
Fosfato monopotasico 1,44 g/L
Cloruro de magnesio 36,00 g/L
Malachita verde 0,036 g/L

Se disolvieron todos los componentes indicados en la Tabla 6 en un litro de
agua destilada en presencia de calor. La preparacion se sirvié en tubos de ensayo o
en frascos de vidrio para su almacenamiento de no mas de 100 mL. Seguidamente
se esterilizé en autoclave a 115° C durante 15 minutos. El medio se almacené en
lugar fresco (HiMedia®, 1998).
6.3.2.4.- Agar Salmonella-Shigella (SS).

El medio SS es un medio especifico para el aislamiento de especies del género
Salmonella y Shigella de muestras de heces generalmente (HiMedia®, 1998).
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Tabla 7.- Composicion del medio Salmonella-Shigella. Tomado de MacFaddin, 2003.

Componentes Concentracion
Peptona de caseina/carne (50/50) 5g/L
Extracto de carne (de vaca) 50/L
Lactosa 10 g/L
Citrato de sodio 10 g/L
Mezcla de sales biliares 55g/L
Tiosulfato de sodio 8,5 g/L
Citrato férrico 1g/L
Rojo neutro 0,025 g/L
Verde brillante 0,33 mg/L
Agar 12 g/L

Se disolvieron los componentes referidos en la tabla 7 con agitacion frecuente
en presencia de calor. Este medio no se autoclavé ni se sobrecalenté. Se mantuvo a
50° C luego de su preparacion y se sirvioé en placas de Petri estéril las cuales se

almacenaron en un lugar fresco (HiMedia®, 1998).

6.3.3.- Medios para pruebas bioquimicas.

6.3.3.1. Agar con Hierro de Kliger.
El medio de agar con hierro de Kliger es utilizado frecuentemente en

microbiologia de alimentos para la diferenciaciéon de enterobacterias, en base a la

fermentaciéon de glucosa y lactosa, y a la producciéon de &cido sulfhidrico

(MacFaddin, 2003).
Tabla 8. Componente para preparas prueba Kliger. Tomado de MacFaddin, 2003).
Componente Concentracion

Extracto de carne (vaca) 3g/L
Extracto de levadura 15 g/L
Peptona 5g/L
Peptona proteosa 10 g/L
Lactosa 1g/L
Glucosa (dextrosa) 0,2 g/L
Sulfato Ferroso 0,5g/L
Cloruro de sodio 5g/L
Tiosulfato de sodio 0,3¢g/L
Rojo fenol 0,024 g/L
Agar 12 g/L
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Se mezclaron todos los componentes indicados en la Tabla 8 en un litro de
agua destilada, se calent6é suavemente la soluciéon hasta disolver completamente el
agar y se distribuy6 en 5 mL por tubo de ensayo. Se esterilizé en autoclave a 121° C
durante 15 min. Se dej6é enfriar en posicién inclinada con fondos profundos y
superficie en cufia (Macfaddin, 2003). Este medio se inocul6 con el cultivo puro y
con 24 horas de crecimiento, se tocé con una aguja de platino, se realizé una
puncién hasta el fondo del tubo y luego se estri6 sobre la cufia hasta el pico de
flauta. Se incub6 a 35° C de 18 a 24 h, ni menos ni mas tiempo.
6.3.3.2. Agar para Motilidad-indol-ornitina (MIO).

La prueba motilidad-indol-ornitina permite identificar integrantes de la
familia Enterobacteriaceae, en especial especies de los géneros Salmonella y Shigella.
Las Salmonellas fueron identificadas con este medio por la incapacidad de producir
indol, asi como por la presencia de motilidad en la mayoria de los serotipos y la

descarboxilaciéon de la ornitina.

Tabla 9. Composicion para ala Prueba MI10O. Tomado de Macfaddin, 2003.

Componente Concentracion
Bacto peptona 10 g/L
Bacto extracto de levadura 3,0 g/L
Bacto triptona 10 g/L
Bacto dextrosa 1,09/L
Bacto L-ornitina HCI 5,09g/L
Bacto Bromo cresol purpura 0,02 g/L
Bacto Agar 2,0 g/L

Se mezclaron todos los componentes indicados en la Tabla 9 en un litro de

agua destilada, se calenté suavemente la solucién hasta disolver completamente el
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agar y se distribuyé en 2 mL por tubo pequefios de ensayo. Se esterilizé en
autoclave a 121° C durante 15 min y se dejé enfriar (Macfaddin, 2003). Este medio se
inocul6 con el cultivo puro y con 24 horas de crecimiento con una aguja de platino,
realizando una puncién hasta el fondo del tubo. Se incub6 a 35° C de 18 a 24 h, ni
menos ni mas tiempo.
6.3.3.3.- Medio de Citrato Simmons.

Este medio se utiliz6 para determinar el uso del citrato como fuente de
carbono, para su metabolismo y crecimiento (Macfaddin, 2003). La Salmonella spp.

suele utilizar el citrato como tnica fuente de carbono

Tabla 10.- Ingredientes para la prueba de Citrato. Tomado de Macfaddin, 2003.

Componente Concentracion
Sulfato de magnesio 0,2 g/L
Fosfato monoamonico 1g/L
Fosfato dipotasico 1g/L
Citrato de sodio 2g/L
Cloruro de sodio 5g/L
Agar 15-20 g/L
Azul de bromotimol 0,08 g/L

La preparacion de este medio, se realiz6 como se indic6 en la secciéon 6.3.3.1.,
Se inocul6 por estrias sobre la superficie del bisel y se incubé de 24 a 48 h con la
tapa floja (Macfaddin, 2003).
6.3.3.4. Agar de lisina y hierro (LIA).

El agar de lisina y hierro es un medio diferencial que permite la identificacion
de microorganismos entéricos Gram negativos, en especial microorganismos del

género Salmonella (Oxoid®, 1995).
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Tabla 11.- Ingredientes para la preparacion del medio LIA. Tomado de Oxoid®, 1995.

Componente Concentracion
Peptona de gelatina 50/l
Extracto de levadura 3g/L
Glucosa (dextrosa) 1g/L
L- Lisina— HCI 10 g/L
Citrato de amonio férrico 0,59/L
Tiosulfato de sodio 0,04 g/L
Purpura de bromocresol 0,02 g/L
Agar 15 g/L

La preparacion, inoculacién e incubacién del medio, se realizé de la misma
forma como se indic6é en la seccion 6.3.3.1. (Macfaddin, 2003). En el proceso de
preparacion de este medio es importante tener un pH 6,7 + 0,2, ya que puede afectar

la lectura de la prueba por no producir el color esperado.

6.4. Soluciones para la técnica de Tincién Gram.
Soluciones para el Gram:

Tabla 12. Soluciones para la tincién Gram.

Solucion A: Cristal Violeta (90%) 10g
Agua destilada 100,0 mL
Solucién B: Bicarbonato de sodio 1049
Agua destilada 100,0 mL
Soluciéon mordiente: Yodo 10g
Yoduro de potasio 2049
Agua destilada 100,0 mL
Solucién decolorante: | Eter etilico 100,0mL
Acetona 300,0 mL
Solucién contraste: Safranina (85%, desecada) 209
Agua destilada 100,0 mL

Se prepar6 un frotis bacteriano, se cubrié con solucién A y se afiadieron de 2
a 3 gotas de solucién B; se dejé actuar por 10 minutos. Se incliné la lamina y se dejo
gotear agua por un extremo. Se cubrié con solucién mordiente por 2 minutos. Se

inclin6 nuevamente la lamina y se dej6 gotear agua por un extremo. Se aplico la
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solucién decolorante por 20 seg. La misma se dejo6 secar al aire libre y se cubrié con
solucion contraste por 15 segundos exactamente. Se lavé para eliminar el colorante
de contraste y se secéd colocandolo sobre papel absorbente. Se observd en el
microscopio con una magnificaciéon de 1000X utilizando aceite de inmersion.

Las bacterias Gram positivas se tifieron de azul por el cristal violeta, mientras
que las Gram negativas perdieron la coloracién inicial del cristal violeta y se tifieron

de rosa debido a la safranina.

6.5. Cria de M. domestica en condiciones de laboratorio.
Para establecer la una cria de M. domestica en condiciones de Laboratorio se

utilizoé el protocolo de Martiradonna y col. (2007) con algunas modificaciones.
6.5.1. Colecta de ejemplares adultos de M. domestica.

Se realiz6 una colecta diurna a las 10:30 am efectuando varios pases de malla
entomolégica por encima de las superficies donde se observé gran abundancia de
moscas. Estas se introdujeron en el interior de una jaula (25 cm ancho X 25 cm alto X
35 cm largo) de tela color blanco (dopio velo) debidamente identificada con el dia de
la colecta, hora y lugar. La jaula se colocé dentro de una cava de anime con tapa,
sellada con cinta adhesiva (Martiradonna y col., 2007) para su transporte inmediato
hasta el laboratorio de Procesos Fermentativos en el Instituto de Biologia
Experimental de la Universidad Central de Venezuela. Ya en el laboratorio se tomé6
una muestra representativa de la poblaciéon y se procedié a su identificacion

taxondémica con la clave para muscidos neotropicales de Carvalho y Couri (2005) y
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la guia de adiestramiento para el saneamiento del medio en relacién a las moscas de

la OPS (1964).

6.5.2. Condiciones ambientales en el Laboratorio para el mantenimiento de los
ejemplares colectados.

La jaula se mantuvo a una temperatura entre 26° y 30° C, humedad relativa
entre 65-80% y fotoperiodo con 12 horas de luz (Martiradonna y col., 2007). Para
cumplir estas condiciones, la jaula se introdujo en una cava junto con bandejas en el
fondo de la cava que contenian agua para mantener la humedad. La cava se
mantuvo ligeramente abierta para permitir la entrada de oxigeno. Posteriormente
para mejorar las condiciones de temperatura, las jaulas fueron transportadas al
insectario del Laboratorio de procesos fermentativos donde se logré tener una
temperatura entre 28° y 32° C.

6.5.3. Alimentacién de las moscas en condiciones de laboratorio.

A cada jaula, como fuente de alimento, se le suministraron aproximadamente
20 g de azuacar blanca comercial en una cédpsula de Petri por cada 100 individuos. Se
adicionaron dos capsulas mas, la primera de ellas con algodén embebido con agua
filtrada (aproximadamente 40 mL) y la otra con algodén embebido en leche
pasteurizada (aproximadamente 40 mL). Las cdpsulas con agua y leche fueron
cambiadas cada 2 dias y la cdpsula con azticar cada semana.

6.5.4. Obtencion de individuos Homogéneos (F1).

Para optimizar las condiciones de cria en laboratorio y obtener una colonia

homogénea de la misma edad y misma generacion filial, se seleccion6é una de las

jaulas con por lo menos 3 dias en el laboratorio. A la jaula seleccionada se le retir6 la
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capsula con leche por toda una noche. Al dia siguiente en la mafiana se le introdujo
nuevamente la cdpsula con algodén embebido en leche para ser utilizada por las
hembras para oviponer. La cdpsula se retir6 nuevamente a la mafiana del dia
siguiente para recolectar los huevos. Inmediatamente, se tom6é una pequefia
cantidad de huevos de la superficie y se coloco en el medio de cria para larvas (ver
seccion 4.5.5.) (Martiradonna y col.,, 2007). Los huevos que no se utilizaron se
descartaron en autoclave a 120° C durante 15 min.

6.5.5. Medio de cria para larvas de M. domestica en condiciones de laboratorio.

Se prepar6 una soluciéon con 200 mL de leche pasteurizada y 2 g de levadura
granulada (Saccharomyces cerevisiae). La mezcla se colocé en agitacion por
aproximadamente 30 min o hasta que se disolvi6 el granulado completamente.
Luego esta solucion se transfiri6 a una pizeta para facilitar su aplicacion
(Martiradonna y col., 2007).

Se tomaron 25 servilletas sin procesamientos quimicos para decoloracién y se
rasgaron en tiras. Se tomé un frasco de vidrio de boca ancha de tres litros de
capacidad y se coloc6 en el fondo una capa de tiras de papel. Por cada capa de papel
que se colocd, se aplicé una capa de la solucién de leche y levadura con la pizeta,
asegurando que el papel quedara uniformemente humedecido. Cuando se
completaron las 3/4 partes del frasco se colocaron los huevos cuidadosamente
extraidos anteriormente con la espatula, y sobre ellos se colocé nuevamente una

capa de tiras de papel secas. Se cubri6 la boca del frasco de vidrio con un trozo de
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tela de franela (20 x 20 cm) asegurado con una banda de goma gruesa. Se identific6
el envase con fecha, origen y generacion filial (Martiradonna y col. 2007).

En este frasco eclosionaron los huevos, emergieron las larvas que se
alimentaron hasta pasar a la fase de pupa. Transcurridos 5 dias se procedié a sacar
las pupas del medio de cria. Se contaron y se colocaron en una jaula limpia. A los 4
dias emergieron los adultos se les suministré agua y alimento como fue indicado
anteriormente en la seccién 6.5.3 (Martiradonna y col., 2007). El material restante de
la cria y las larvas que no pasaron a fase de pupa a los 5 dias, se introdujeron
nuevamente en el frasco y se colocaron en la autoclave a 121° C durante 15 minutos

para su descarte.

6.6. Manipulacion de M. domestica para trabajos en el laboratorio.
Para la manipulacién de las moscas en el laboratorio, éstas se adormecieron

exponiéndolas a bajas temperaturas (Martiradonna, 2006). Para ello, se tomaron 50
ejemplares de M. domestica de la F1 y se introdujeron individualmente en tubos de
ensayo de 1 cm de didmetro por 10 de largo, se colocé en la parte superior del tubo
un tapoén de algodoén para evitar que las moscas escaparan. Los tubos de ensayo
conteniendo las moscas se colocaron en hielo a intervalos que fueron desde 30 a 300
segundos. Se hicieron 5 repeticiones para cada intervalo de forma aleatoria.

Luego de realizado cada tratamiento las moscas se llevaron a temperatura
ambiente hasta que se despertaron, procediéndose a registrar el tiempo requerido

para ello.
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6.7. Desinfeccion de M. domestica.
Se realizaron diferentes ensayos para eliminar la carga microbiana asociada

al insecto principalmente en patas, cuticula y alas. Se utilizaron desinfectantes
comerciales a base de hipoclorito de sodio al 5%, amonio cuaternario al 10% y
polimetilendiurea al 5%, con posteriores lavados con agua destilada estéril.

Las moscas adormecidas (10 ejemplares por ensayo) se tomaron
cuidadosamente con una pinza entomoldgica y se colocaron en una bolsa de tulle de
2 x 3 cm individualmente. En un Beacker de 100 mL de capacidad se colocaron 75
mL de Hipoclorito de sodio al 5 %. Las moscas se introdujeron en el desinfectante
de forma consecutiva por 10 segundos aproximadamente con leve agitacién para
asegurar que toda la superficie del cuerpo estuviera en contacto con el liquido.
Seguidamente las moscas se introdujeron en forma consecutiva en 3 envases con 150
mL de agua destilada estéril para eliminar el hipoclorito de sodio del cuerpo y
evitar la muerte del ejemplar por intoxicaciéon. Al despertarse las moscas fueron
colocadas individualmente dentro de una placa de agar nutritivo, se dejaron
aproximadamente por un minuto para asegurar que se desplazaran y sus patas
tuvieran suficiente contacto con la superficie agarizada. Pasado el minuto, las placas
junto con las moscas se introdujeron en una cava con hielo por un tiempo mayor
que el estandarizado en la seccién 6.6. para asegurar que las moscas se volvieran a
adormecer y pudieran ser retiradas con facilidad de las placas. Se incubaron las
placas a 37° C por 24 h. Toda esta experiencia se realizé en campana de flujo
laminar. Luego de incubar las placas, se cuantificoé en c/u de ellas las colonias

bacterianas crecidas.
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El procedimiento se repitié de igual forma con desinfectantes comerciales a

base de amonio cuaternario 10% y polimetilendiurea 5%

6.8. Inoculacion de estiércol con S. typhimurium LT2.
Se colocaron 20 g de estiércol de pollos en recipientes pequefios de vidrio

tapados con aluminio y se esterilizaron en autoclave a 120° C durante 2 h.
Seguidamente, una vez frios, se inocularon con S. typhimurium LT2 a razén de 3x107

UFC/ g aproximadas, crecidas en caldo LB.

6.9. Contaminacién de moscas con S. typhimurium LT2 presente en estiércol de
pollo.

Con el fin de comprobar que M. domestica puede actuar como vector
mecanico de Salmonella presente en sustratos como la gallinaza, se tomaron 12
frascos contaminados (secciéon 6.8.) y se rotularon del 1 al 12. En cada frasco se
colocaron 7 moscas previamente tratadas con el desinfectante comercial mas
eficiente tal como se indica la experiencia 6.7. Los muscidos estuvieron en el envase
1 por 1 min, en el 2 por 3, en el 3 por 5, en el 4 por 10 y asi sucesivamente hasta
completar los 12 frascos, hasta un tiempo méximo de 50 minutos.

Transcurrido el tiempo de cada frasco, se retiraron 5 moscas de éstos, se
introdujeron en placas agar XLD independientemente (una por placa) y se dejaron
por aproximadamente un minuto luego de incorporarse para asegurar que hayan
tenido suficiente contacto con la superficie agarizada. Pasado el minuto, las placas
se introdujeron en una cava con hielo por un tiempo mayor que el estandarizado y

se retiraron las moscas de las placas. Las moscas retiradas se colocaron en un envase

con cloro para su posterior descarte. Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas. Se
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cuantificaron las colonias bacterianas de Salmonella crecidas en el agar que se
caracterizaban por ser de color rojo, uniformes y centro negro. Toda la experiencia
se realiz6 en campana de flujo laminar.

6.9.1. Caracterizacién de bacterias crecidas en placas de agar XLD.

Las colonias de color rojo con centro negro son caracteristicas de serotipos de
Salmonella, estas se aislaron de las placas de agar XLD, se sembraron con un palillo
por agotamiento en placas de medio minimo sélido suplementado con triptéfano e
histidina y en medio minimo sélido sin suplementos, para comprobar el fenotipo de

la especie.

6.10. Aislamiento y caracterizacién de Salmonella entérica.

6.10.1. Aislamientos de Salmonella en el cuerpo de M. domestica, muestras de
gallinaza recolectadas en la Colonia Tovar y en un gallinero del Estado Aragua.

Se recolectaron moscas domésticas en una parcela fertilizada con gallinaza;
un gallinero y dos zonas domésticas. La recolecta se realizé6 como fue indicado en la
seccion 6.5.1. Los ejemplares recolectados se introdujeron en frascos de vidrio de 3
litros de capacidad, esterilizados previamente por 15 minutos, a 121° C, a 15 libras
de presién, estos se cubrieron con un cuadro de tela de franela (20 x 20 cm)
esterilizada en las mismas condiciones que los frascos, y se ajustaron con una goma
elastica gruesa. Cada frasco se identificé con fecha, hora, lugar de recoleccién siendo
colocados en una cava sellada con cinta adhesiva para su transporte al laboratorio.
En el campo, a su vez, en cada zona de colecta se tomaron moscas independientes y

se pusieron a caminar por placas de agar XLD y agar SS.
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De un gallinero del Edo. Aragua, se tomaron muestras de estiércol de pollo y
de una granja agricola en Colonia Tovar se tomaron las muestras de gallinaza. Se
tomo con una pala de jardinero estéril una pequefa alicuota de cada producto de
interés y se introdujo en una bolsa pléastica Ziploc® estéril. Se identificaron
debidamente, colocandolas posteriormente en una cava sellada con cinta adhesiva
para su transporte al laboratorio.

La informacién del analisis de muestras de heces de humanos con cuadros
diarreicos en La Colonia Tovar fue suministrada por el Centro Clinico Colonia
Tovar a partir de las historias de los pacientes.

Para aislar Salmonella de las moscas recolectadas, se tomaron 20 ejemplares
como nimero maximo y 4 como nimero minimo de cada frasco y se aplicé la
dinamica de la seccién 6.6. para su manipulacién, posteriormente se introdujeron 10
de ella en tubos de ensayo con 3 mL de caldo LB estéril y las 10 restantes en tubos
de ensayo con 3 mL de caldo RV para el enriquecimiento bacteriano. Se agit6é
constantemente por 5 minutos para asegurar el total contacto de la cuticula, patas y
alas del insecto con los caldos. Las moscas se retiraron con una pinza entomoldgica
estéril de cada tubo de ensayo para su descarte. El caldo LB se incub¢ a 37° C por 24
horas y el caldo RV a 43° C por 24 horas. Este procedimiento se repitié para cada
frasco colectado y el nimero de moscas analizadas varié segin la cantidad de
moscas que se recolecté en cada zona.

Para aislar Salmonella de las muestras de gallinaza, se extrajeron

aproximadamente 0,5 g la misma y se introdujeron en un tubo con tapa de rosca
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estéril, en condiciones asépticas. Se agregaron 5 mL de caldo LB estéril a cada tubo,
y se repitio el procedimiento con el caldo RV. Se incubo a 37° C por 24 horas el caldo
LB y a 43° C por 24 horas el caldo RV para el enriquecimiento bacteriano. Este
procedimiento se repitié para cada muestra de gallinaza colectada en los diferentes
lugares.

El aislamiento de Salmonella de heces de pollo se realizé de igual forma que el

de la gallinaza.

6.10.2. Titulacién bacteriana de muestras aisladas de la Gallinaza y el estiércol de
pollo.

Para cada una de las preparaciones bacterianas obtenidas en la seccién 6.10.1.
se realiz¢ la titulacion bacteriana, para la cual, se hicieron diluciones seriadas desde
10-2 hasta 10-8. Para ello, se tomaron 0,02 mL de la solucién recién aislada, se colocod
en un tubo de ensayo estéril, se agregaron 1,98 mL de solucion salina para obtener
la dilucion 10-2. Se realiz6 el mismo proceso hasta llegar a la dilucion 10-8.

De las diluciones 10%, 107 y 108 se tomaron alicuotas de 0,1 mL
independientemente con una micropipeta y se sembraron directamente sobre la
superficie de placas de agar nutritivo. Con un rastrillo de vidrio esterilizado con
alcohol y a la llama del mechero, se distribuy6 la muestra sembrada de forma
homogénea sobre la superficie del agar, hasta que fue absorbida completamente.
Las placas se incubaron por 24 horas a 37° C. para determinar el titulo bacteriano.

Esta experiencia se realiz6 para cada muestra colectada.
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6.10.3. Identificacion de Salmonella por medios especificos.
Utilizando la misma dindmica descrita en la seccién 6.10.2., pero esta

vez con los caldos enriquecidos, se sembraron placas de agar XLD y SS para
aislamiento e identificacion de Salmonella. Las placas de agar XLD y SS fueron
incubadas a 37° C por 24 horas. Las colonias de Salmonella en las placas de agar XLD
se observaron de color rojo con el centro negro y en el agar SS colonias
transparentes con el centro negro.
6.10.4. Técnica de Tincion Gram.

Se realiz6 como primer paso para la identificacion la técnica de tincion Gram
de las presuntas colonias de Salmonella encontradas con los agares especificos, para
asi determinar si los microorganismos aislados eran bacilos Gram negativos tal
como es el caso de las especies del género Salmonella.

6.10.5. Identificacion de Salmonella mediante pruebas bioquimicas.

Se realizaron una serie de pruebas bioquimicas para confirmar que las
bacterias anteriormente aisladas, seleccionadas con los medios especificos y Tincion
Gram eran serotipos del género Salmonella. Estas fueron sometidas a diferentes
pruebas bioquimicas que ayudan a la identificacion de Salmonellas. Las pruebas
aplicadas fueron: la Agar con Hierro de Kliger, Agar para Motilidad-Indol-Ornitina
(MIO), Agar de Lisina y Hierro (LIA) y Medio de Citrato Simmons. Una vez
realizadas las pruebas bioquimicas, aquellas bacterias que resultaron ser
presuntivamente Salmonella. En el apéndice 1 se muestran los resultados esperados

para las pruebas bioquimicas.
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6.11. Métodos estadisticos
Para corroborar que estas tendencias que se observen en la sesiéon 6.6 son

independientes una de la otra, se realizé un analisis de varianza “ANOVA” entre el
tiempo de exposicién y el tiempo de reincorporacién y se aplico la prueba de
comparacion de pares de Tukey, wutilizando el programa estadistico
PAlaeontological STatistics “PAST” de licencia libre disponible en la pagina web:

http:/ /folk.uio.no/ohammer/past/. Se propuso como hipétesis nula Ho: el tiempo

de inactividad no se ve afectado por el tiempo de exposicion y como hipotesis

alternativa H1: el tiempo de inactividad se ve afectado por el tiempo de exposicion.

La prueba de Tukey se ha sugerido para diversos procedimientos para
efectuar comparaciones multiples. Se utiliza con frecuencia para probar la hipétesis
nula de todos los pares de medias posibles de cada tratamiento son iguales o no,

siempre y cuando todas las muestras sean iguales (Daniel, 2002).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Establecimiento de la cria de M. domestica.

Se realiz6 la colecta de individuos adultos de M. domestica en el sector
Gabante el Pefion del Municipio Tovar el dia 28 de Febrero de 2009 a las 10:30 am en
el gallinero y los alrededores de una pequefia finca agricola ubicada en las
coordenadas geogréficas N 10° 22" 44,6” y WO 67° 20" 22,6”. Se colectaron
aproximadamente unos 250 ejemplares entre juveniles y adultos que se
transportaron inmediatamente al Laboratorio de Procesos Fermentativos del IBE,
donde se les suministré agua, azticar y leche de acuerdo con el protocolo descrito en
los materiales y métodos. Se tom¢ al azar una pequefia muestra de los individuos
colectados (16 ejemplares) y se examindé cada individuo en la lupa para su
clasificacion taxonémica usando la guia “Key to the Neotropical genera of Muscidae,
part I, basal groups” de Carvalho y Couri (2005) y la guia para adiestramiento y
saneamiento del medio en relacién a las moscas de la OPS (1964). Se encontré que
de los 16 individuos observados, 12 pertenecian a la especie Musca domestica y los
cuatro restantes pertenecian a otras especies de dipteros. La presencia de estos
dipteros en la jaula donde se encontraba M. domestica no representa ningun
problema para el desarrollo de la cria pura, ya que estas son desplazadas con el

tiempo por no disponer del alimento adecuado.

Transcurridos 4 dias de la cria en el laboratorio, se realizé la obtenciéon de

individuos homogéneos utilizando el medio de cria para larvas. Dado a que en el
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laboratorio la temperatura ambiental se encontraba entre 24° y 28 °C, el desarrollo
de los huevos hasta los adultos tuvo una duracion mayor a la reportada por
Martiradonna en el 2006, donde la temperatura del insectario donde se realiz6 el
trabajo se encontraba entre los 30° y 35° C. En estas condiciones de temperatura se
observé que el paso del huevo al estado pupal tuvo una duracion de 7 dias y
progresivamente al estado adulto 8 dias, coincidiendo con Keiding (1986) en que el
tiempo que dura el ciclo de vida de M. domestica se ve afectado directamente por la
temperatura ambiental, la humedad y la nutricion de las larvas. Este autor demostré
que mientras la temperatura ambiental disminuye, los diferentes estadios del ciclo
de vida eran mas prolongados en el tiempo. Por lo tanto, a temperaturas entre 30° y
35° C la fase larval junto a la pupal pueden durar entre 3 y 5 dias, y a temperaturas
entre 25° y 30° C de 5 a 9 dias la fase larval y de 5 a 11 dias la fase pupal,

ajustandose este rango al obtenido en la experiencia.

7.2. Manipulacién de M. domestica para trabajos en el laboratorio.
Se realizaron exposiciones de las moscas a temperaturas cercanas a 0° C, con

el objeto de aletargarlas para facilitar su manipulacién. Las exposiciones variaron
entre 30 y 300 segundos, registrandose en cada caso el tiempo que las moscas
permanecieron inméviles. En la tabla 13 se muestra que el mejor tiempo para
aletargarlas por efecto del frio es de 150 segundos, ya que con este tiempo los
insectos se mantienen inmovilizados por aproximadamente 5 minutos y 12

segundos con una temperatura ambiental de 28° C.
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Se observé que los muscidos expuestos se recuperaron sin efectos
secundarios a largo plazo, ademads, se encontré que el tiempo de aletargamiento es
suficiente para realizar la desinfeccion del cuerpo de la mosca, sin tener
inconvenientes, como la muerte del insecto por la exposiciéon excesiva al frio o la
perdida del ejemplar por su huida mientras se realizan los ensayos, por no estar

inmovilizadas el tiempo suficiente.

Esto conduce a concluir, que ademas del ciclo de vida, la actividad de las
moscas se ve afectada notablemente por la temperatura, tal y como lo reporto Hecht
(1970), quien determiné que a temperaturas menores a 10° C las moscas no son
capaces de volar; por debajo de 4° C cesan de caminar y a su vez por debajo de 0°
C, las moscas permanecen inmoéviles y el tiempo que tardaran en recuperar su

actividad es dependiente del tiempo que permanezcan a estas temperaturas.

Tabla.- 13. Valores de tiempo de inmovilidad de adultos de M. domestica, sometidas a 0° C en
funcion del tiempo de exposicion.

Tiempo de Tiempo de Tiempo de
N° exposicion  inmovilizacién inmovilizacién
Tratamiento individuos (s) (s) (min:seg)
1 5 30 35,6 36"
5 60 189 3'09"
3 5 90 173 2'53"
4 5 120 219 3'39"
5 5 150 312 5'12"
6 5 180 304 5'04"
7 5 210 325 525"
8 5 240 317 5'17
9 5 270 333 5'33"
10 5 300 349 5'49"
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Se encontr6 ademads con esta experiencia, que el tiempo que tardan las
moscas en reincorporarse en relacion al que estuvieron expuestas a bajas
temperaturas, presenta dos tipos de tendencia (Figura 5). La primera de estas desde
los 0 a los 150 segundos de exposicién, en donde existe una relaciéon directa entre el
tiempo de exposicion y el tiempo de letargo; y una segunda tendencia luego de los
150 segundos de exposiciéon, donde el tiempo de aletargo se hace independiente del
tiempo de exposicion, no apreciando una diferencia significativa con el tiempo de
aletargo a mayores tiempos, ademads tiempos superiores podrian provocar la

muerte de los ejemplares.

7
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Figura.- 5. Efecto del tiempo de exposicion de los adultos a la hipotermia, sobre el tiempo de
inactividad. Se utilizarén moscas adultas de la misma edad y sin discriminar por sexo. Cada tratamiento
empled 5 audltos.
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Con la prueba de comparaciéon de pares de Tukey se obtuvo un valor de p
critico: 0,03554, con lo cual se puede deducir que valores de p por encima de este
nos llevan a aceptar la hipétesis nula, y valores por debajo a rechazarla y aceptar la
hipétesis alternativa. La prueba de Tukey compara por pares los diferentes
tratamientos, asignando valores de p, critico para cada uno, con esta prueba se
puede comprobar las dos tendencias antes mencionadas donde de 0 a 150 segundos
de exposicién se acepta la hipotesis alternativa ya que el tiempo que tardan las
moscas en despertar es proporcional al tiempo de exposiciéon. Para tiempos de
exposicion superiores a los 150 segundos se acepta la hipétesis nula, ya que el
tiempo de exposicién a bajas temperaturas no afecta el tiempo de letargo de las

maoscas.

7.3. Desinfeccion de M. domestica:
La desinfeccion de las moscas se realiz6 utilizando 10 individuos por cada

uno de los tratamientos. Los desinfectantes utilizados tenian como componente
activo: hipoclorito de sodio al 5%, amonio cuaternario al 10% y polimetilendiurea al
5%. Las moscas sin desinfectar se hicieron caminar por la superficie de un medio
agarizado y posteriormente desinfectadas para comprobar la presencia o ausencia

de microorganismos remanentes.

Se realiz6 en primera instancia el ensayo con un desinfectante comercial a
base de hipoclorito de sodio al 5%, debido a que es utilizado con mayor frecuencia
por su eficiencia en trabajos de laboratorio para la desinfeccion de larvas de

diferentes insectos (Seymour y col. 1984; Senna-Nunes y col. 2002; Figueroa y col.

43



2007). Se puede apreciar en la Tabla 15 que la carga bacteriana del exterior del
cuerpo de la mosca no pudo ser eliminada en su totalidad, pero se obtuvé una
disminucién significativa en la diversidad y ntiimero de bacterias presentes en las
patas, alas y cuerpo de la mosca. En la Figura 6 se muestran las placas de agar
nutritivo en las cuales las moscas no desinfectadas (izquierda) se desplazaron. A la
derecha se muestran las placas de agar nutritivo por las cuales las moscas
desinfectadas con hipoclorito de sodiose desplazaron. Con este tratamiento
sobrevivio el 100 % de las moscas expuestas. En contraste con los experimentos
realizados por otros autores, el hipoclorito de sodio no logré eliminar por completo
la carga bacteriana de la cuticula del insecto. Por ello el ensayo fue repetido, pero
usando dos nuevos desinfectantes comerciales: el primero de ellos a base de amonio
cuaternario al 10% y el segundo a base de polimetilendiurea al 5%. El ensayo con
polimetilendiurea 5% trajo como consecuencia la muerte de los ejemplares en
primera instancia (Tabla 15), pero con ensayos posteriores se determiné que este
compuesto causa en las moscas domésticas un periodo de letargo de por lo menos
15 minutos y en algunos casos la muerte, por lo cual fue descartado para ensayos

futuros.
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Tabla 15.- Abundancia bacteriana en ejemplares de M. domestica silvestres luego de aplicar tres
desinfectantes comerciales.

Moscas; Amonio Hipoclorito de Sodio Polimetilendiurea
réplicas cuaternario 10% 5% (NaOCl) 5%
Antes Después Antes Después Antes Después

1 +++ - +++ + +++ *

2 +++ ++ +++ +++ 4+ *

3 +++ - +++ ++ +++ *

4 +++ - +++ +++ ++ *

5 +++ + +++ + +++ *

6 +++ + +++ + ++ *

7 ++ + +++ +++ ++ *

8 +++ + ++ + SR *

9 +++ - +++ + +++ *

10 +++ + ++ + ++ *

+++: Crecimiento abundante de bacterias (colonias incontables)
++: Crecimiento moderado de bacterias (50-500 UFC)

+: Crecimiento minimo de bacterias (>50 UFC)

-: Sin crecimiento bacteriano.

*: Muerte del ejemplar.



Figura 6. Desinfeccion con Hipoclorito de Sodio 5%. Las placas de la izquierda muestran las UFC
en las moscas infectadas, las placas de la derecha muestran las UFC en las moscas luego de aplicar el
desinfectante.
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El desinfectante a base de amonio cuaternario al 10% result6 ser el mas
eficiente, logrando eliminar toda la carga bacteriana de los ejemplares en cuatro de
las réplicas, tal como se muestra en la Figura 7, en el resto de las réplicas redujo
considerablemente el nimero de UFC, a diferencia de los controles no tratados que
presentaban abundancia incontable. Se tom6 este desinfectante como el ideal para la
realizacion de los diferentes ensayos donde se requiera la desinfeccion de la cuticula
de las moscas. El 100% de los ejemplares sobrevivié luego de la aplicaciéon del
desinfectante. Vale acotar que con este desinfectante se debe trabajar en condicion
de asepsia, ya que el contacto con el medio ambiente puede provocar su

contaminacién con diversos hongos o microorganismos presentes en el aire.

Los desinfectantes y germicidas a base de amonio cuaternario o
polimetilendiurea, por lo general, son utilizados para la desinfecciéon de equipos
quirdrgicos, materiales hospitalarios y/o clinicos. Los desinfectantes a base de
amonio cuaternario han sido reportados como desinfectantes muy efectivos, con
una mayor eficacia ante bacterias Gram positivas que ante las Gram negativas
(Rueda y col. 2003; Taboada y col, 2007). El polimetilendiurea es un compuesto
orgdnico que posee actividad antiséptica, bactericida, desinfectante, esporicida,
fungicida, tuberculicida y viricida. Tiene accion bactericida potente y veloz a
temperatura ambiente sobre bacterias Gram positivas y negativas

(http:/ /www.maatglobal.com, consulta: Junio, 2009).
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Figura 7.- Desinfeccién con Amonio Cuaternario al 10%. Las placas de la izquierda muestran las
UFC en las moscas infectadas, las placas de la derecha muestran las UFC en las moscas luego de aplicar el

desinfectante.
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Por lo tanto, se encontré que el desinfectante a base de amonio cuaternario
puede ser utilizado para la desinfeccion de estas moscas, teniendo mucho éxito en la
descontaminacion y la esperanza de vida. Ademads se podrian realizar ensayos con
larvas de este insecto para probar la eficiencia del desinfectante y asi posteriormente

utilizarlo con otros géneros de moscas de interés médico.

7.4.- Contaminaciéon de M. domestica con S. typhimurium LT2 presente en
estiércol de pollo.

Esta experiencia se realiz6 con el fin de comprobar que M. domestica puede
actuar como vector mecanico de diferentes bacterias entéricas presentes en el
estiércol de aves de corral. Para esto el estiércol estéril se inocul6 con S. typhimurium
LT2 a razén de 3x107 bacterias totales aproximadamente, colocando moscas
desinfectadas con amonio cuaternario al 10% en contacto con el mismo por
diferentes tiempos. En la Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos en esta
experiencia. En todos los casos se demostré la capacidad de M. domestica de
transportar en sus patas y otras partes del cuerpo a S. typhimurium LT2, desde el
estiércol contaminado hasta las placas de agar. Sin embargo, no se encontré una
correlacion directa entre el tiempo de permanencia de las moscas en contacto con el
estiércol y el nimero de UFC transferidas. Esto resulta 16gico si se considera que la
distribucion de las bacterias en el estiércol no necesariamente es homogénea y en
consecuencia su accesibilidad a las moscas no debe ser igual en todos los casos,

ademads se observ6 que varias de las moscas permanecieron gran parte del tiempo

posadas en un mismo lugar, bien sea sobre el estiércol o las paredes del frasco.
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No obstante, queda demostrado en esta primera fase del trabajo, la capacidad
de M. domestica de actuar como vector mecénico para la transmisioén bacteriana a
partir de sustratos contaminados, coincidiendo con Greenberg en 1964 quien expuso
moscas desinfectadas a la presencia de heces de perro contaminadas con Salmonella
y demostré la capacidad de estas para transferir las bacterias a humanos. En un
trabajo posterior, Greenberg y col. (1970) indican que muchos de los agentes
infecciosos pueden sobrevivir y reproducirse en las moscas durante dos semanas
después de la exposicion. Tomando en cuenta que las heces de los pollos,
generalmente contienen diferentes agentes patdégenos para el humano, entre los que
se pueden encontrar bacterias del género Salmonella (Rojas y col., 2002) y que
ademads, las moscas se encuentran en estrecho contacto con los seres humanos, ya
que se desarrollan en materia organica utilizada y generada por el hombre, y a su
vez los adultos de este insecto se pueden alimentar de estos desechos, lo que
confiere a la mosca la capacidad de convertirse en un vector potencial de
microorganismos patoégenos. En consecuencia, Musca domestica puede transferir
diferentes agentes infecciosos a los humanos a partir de un simple contacto previo

con sustratos contaminados.
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Tabla 16.- Relacién entre el tiempo de exposicion de la mosca al estiércol contaminado con
S. Typhimurium LT2 y la cantidad de bacterias transportadas.

Tiempo Promedio

Tratamiento moscas (min) UFC
1 5 1 69,4
2 5 3 411,4
3 5 5 483,2
4 5 10 120,8
5 5 15 55,6
6 5 20 33,4
7 5 25 28
8 5 30 10,2
9 5 35 61,8

10 5 40 116,6
11 5 45 37,5
12 5 50 274,25

7.5.- Aislamiento y caracterizacion de Salmonella spp.

7.5.1.- Aislamiento e identificaciéon por medios de especificos de Salmonella en el
cuerpo de M. domestica recolectadas en diferentes zonas del Municipio Tovar.

El primer punto de colecta fue en la finca nombrada anteriormente ubicada
segin coordenadas geograficas N 10°22'44,6” y WO 10°20'22,6”. Se colecté gran
cantidad de individuos segtn el protocolo descrito en 6.10.1, también se tomaron 10
moscas en campo y se hicieron caminar por placas de Agar XLD y SS para
determinar si podian contener Salmonella en sus patas. Este mismo proceso se
repitié para los otros puntos de colecta, el segundo de estos fue alrededor del
Centro Clinico Colonia Tovar ubicado en las coordenadas geograficas N 10°24'13,2”
y WO 67°17'8,1”” donde s6lo se pudieron colectar 4 ejemplares para los analisis en el
laboratorio y otras 4 que se desplazaron por las placas de agar selectivo en campo.
El tercer punto de colecta fue en el centro del pueblo, coordenadas geograficas N
10°24'26,3” y WO 67°17"12,9”” donde se lograron colectar 12 ejemplares y analizaron

7 en campo. En la figura 8 se muestran las zonas de colecta.
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Figura 8.- Zonas de colecta en el Municipio Tovar de ejemplaeres de Moscas domeésticas. 1)
Finca en el sector Gabante El Pefion I, 2) Centro Clinico Colonia Tovar, 3) Centro del pueblo y lugar
turistico de La Colonia Tovar.

En la region de estudio, donde abunda la mosca doméstica, result6 estar en
mayor proporciéon en las regiones agricolas y las zonas donde hay puestos de
comida los cuales mayoritariamente son de interés turistico; a los alrededores del
Centro Clinico la abundancia resulté ser mucho menor. El incremento en la
poblacion de M. domestica en esta region, resulta ser una incertidumbre para los
pobladores, pero puede estar relacionado con el uso excesivo de gallinaza como

abono organico (atrayente por excelencia de M. domestica), el incremento de
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habitantes y en consecuencias el exceso de desperdicios orgénicos como es el caso
de verduras y frutas por la industria agricola y la produccién de basura por la

industria comercial.

De las moscas analizadas en campo se encontré una con Salmonella en sus
patas en la primera regién de colecta y otra en el tercer lugar de colecta. En la tabla

17 se muestran los resultados de anélisis en campo.

Tabla 17. Resultados de analisis con placas de Agar SS y XLD de las patas de las moscas en el campo.

Zona de colecta N° moscas Moscas con Porcentaje
salmonella

1.- finca 10 1 10%

2.- centro clinico 4 0 O%

3.- centro del pueblo 7 1 14,3%

Total 21 2 9,5%

Los resultados con esta experiencia suelen ser muy interesantes ya que el
simple contacto de estos insectos con nuestros alimentos, puede transferir varios
tipos de agentes patogenos al ser humano, tal como lo es el caso de la Salmonella;
Esrey en 1991 indica que aunque el namero de organismos necesarios para la
transmisién de enfermedades es dificil de encontrar en condiciones naturales en las
moscas, las bacterias depositadas en los alimentos por el contacto, aun en pequefos
nameros, puede multiplicarse hasta alcanzar la concentracién necesaria para

producir infeccion en los humanos. En el 2001 Basualdo y colaboradores,
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desarrollaron un indice de infestacion dependiendo del nimero de moscas
observadas por hora, en el cual menos de 5 moscas da una infestacién baja, entre 5y
25 infestacion media y mdas de 25 moscas observadas por hora un indice de
infestacion alto. En el centro del pueblo de La Colonia Tovar se observaron por
minuto mas de 25 moscas, lo cual lleva a considerar que esta regién presenta un
grave problema de infestacion de M. domestica, que puede ser consecuencia de un
manejo sanitario inapropiado. Hay que resaltar que en esta region de importancia
econémica para el Municipio Tovar se encontr6 que el 14, 3% de las moscas
analizadas en campo, fueron capaces de transferir Salmonella al medio agarizado, es
decir de igual forma podria transferir la bacteria a cualquier alimento o utensilio
domeéstico en el cual se pose en esta zona y considerando la gran abundancia de las
moscas, un 14,3% se puede considerar como un porcentaje alto de infestacién. Por lo
tanto el riesgo de que la mosca doméstica sea vector activo de bacterias entéricas,
puede ser mas preocupante debido a que podria afectar el turismo y a su vez la
economia de la region.

Posteriormente en el laboratorio se realiz6 el anélisis de las moscas colectadas
en los diferentes puntos segin la metodologia descrita (6.10.1). De la primera
region se analizaron 20 moscas de las cuales la mitad se sumergieron
individualmente en caldo nutritivo por 5 minutos, de forma de extraer las bacterias
que se encuentran en el exterior de su cuerpo, esto se hizo de igual forma con las
otras diez moscas en caldo RV. Este procedimiento también con las 4 moscas

recolectadas en la segunda region y las 10 de la tercera. Se realizaron las diluciones
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indicadas y se sembraron en placas de agar SS y XLD, para seleccionar salmonellas.
En la figura 9 se muestran las UFC de Salmonella observadas en las placas de agar SS

Y XLD.

Agar selectivo XLD Agar selectivo SS

Ny
. ,

3¢

Figura 9. Fenotipo de las colonias de Salmonella en placas de agar XLD Y SS. Las salmonellas
en las placas de AXLD se observan con el centro negro y un halo rosa y en las de ASS con el centro negro
y un halo transparentoso.

Las bacterias que presentaron el fenotipo esperado se tomaron como
presuntas Salmonella y se realiz6 el aislamiento de las colonias. En la tabla 18 se

muestran los resultados obtenidos de esta experiencia.

Tabla 18.- Numero de moscas infectadas con bacterias del género Salmonella colectadas en diferentes
regiones de La Colonia Tovar.

Zonade N° de moscas N° de moscas con Porcentaje de moscas
colecta analizadas presuntas salmonellas infectadas
1 20 9 45%
2 4 0 0%
3 10 3 33,33%
Total 34 12 35,3%
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Por consiguiente, se encontr6 que 12 de las 34 moscas analizadas,
presentaron bacterias del género Salmonella en su cuerpo, siendo la region agricola

la que presenté mayor densidad de la bacteria en los muscidos.

Las presuntas bacterias del género Salmonella encontradas se aislaron
nuevamente de los medios especificos. Ya que en varios casos la densidad
microbiana fue muy elevada y se dificulto el aislamiento de las cepas puras, varias
de estas fueron nuevamente aisladas sin tener ningtn éxito en su crecimiento, o
presentando fenotipos muy distintos a los esperados, por lo tanto se descartaron del
estudio, quedando so6lo 6 muestras de la regiéon 1 y 2 muestras de la region 3.
Consecutivamente se realiz6 la tincion Gram y las pruebas bioquimicas con agar de
hierro Kliger, agar motilidad-indol-ornitina, agar lisina-hierro y el citrato Simmons;

para asegurar que las bacterias aisladas fueran del género Salmonella.

Con estos resultados preliminares se hall6 que Musca domestica puede
contener en el exterior de su cuerpo, diferentes bacterias que pueden ser patégenas
para el hombre. Hay que acotar que las moscas fueron colocadas en los caldos
cuando estaban aletargadas por exposicion a bajas temperaturas, por lo cual resulta
dificil pero no imposible que el insecto haya defecado o regurjitado en el medio,
transfiriendo asi los organismos que puede presentar en su sistema digestivo.
Varias de las moscas despertaron estando en los caldos, por lo cual es posible que
las bacterias del interior de su cuerpo hayan sido transferidas al medio. Ademas,

entre los fenotipos observados en las placas de agares especificos, se encontraban
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bacterias del género Shigella y Escherichia Coli que resultan de igual forma

microorganismos nocivos para el hombre.

En la tabla 19 se muestran los resultados obtenidos para la aplicaciéon de la

tincion de Gram y las pruebas bioquimicas que se les realizé a los aislados

bacterianos obtenidos.

Tabla 19.- Prueba realizadas para la confirmacion del género Salmonella de las bacterias aisladas de las

moscas.
Citrato
Origen Lo Prueba Kliger, Simmons MIO LIA
o Tincion -
de N Gram Citrato
muestra Fer. Fer. Prod. | Prod. fuente Prod.| Descar. | Descar. | Prod.
Lactosa | Glucosa | SH, Gas | carbono | Mot | Indol | Ornitina | Lisina | SH,
Regién 1, Bacilo; - + + + + + - + + +
AC. 1 Gram-
Region 1 Bacilo; - + + - + + - + + +
AL. 6 Gram -
Regién 3, Bacilo; - + + + + + - + + +
AC. 1 Gram-
Regién 3, Bacilo; - + + - + + - + + +
AL. 1 Gram-

Regién: region de colecta.

AC: Salmonella encontradas en mosca analizada en campo.

AL: Salmonella encontradas en mosca analizada en el laboratorio.

N°: nimero de moscas con presuntas Salmonella

Fer.: Fermentacion del carbohidrato.
Prod.: Produccién.
Mot: Motilidad.

Descar.: Descarboxilacion.

Los resultados de las pruebas bioquimicas son positivos para la identificaciéon

de Salmonella spp. confirmando que las bacterias aisladas de las moscas son

Salmonella spp. donde 7 de 34 moscas analizadas en el laboratorio presentaron

Salmonella spp. en su cuerpo y 2 de 21 en sus patas.
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En un estudio realizado en mercados y basurales de Pert se analizaron 780
ejemplares de M. domestica de las cuales solamente 5 de ellas presentaron Salmonella
asociada a su cuerpo (Bejar y col, 2006). Ubugu y col. (2006) analizaron 34 M.
domestica colectadas en regiones urbanas y domesticas donde en 21 de ellas aislaron
especies de Salmonella. En el 2007 Bouamama y col., analizaron 70 ejemplares de M.
domestica, de las cuales el 55,7% present6é Salmonella. Todos estos trabajos ayudan a
ratificar que M. domestica puede actuar como vector mecanico de bacterias entéricas
en comunidades donde las necesidades sanitarias no son adecuadas. Es importante
considerar que las moscas domésticas se encuentran totalmente relacionadas con las
excretas de pollo y a su vez con la gallinaza. En el Municipio Tovar en el estado
Aragua es utilizado como abono orgédnico por la mayoria de los agricultores y
varios estudios (Del Pozo, 2001; Rojas y col., 2002) determinan que las heces de los
pollos presentan en la mayoria de los casos diferentes serotipos de Salmonella que
pueden ser nocivos para el hombre. Ya que las moscas por lo general desarrollan
parte de su ciclo de vida en estos materiales y una vez como adulto suelen
alimentarse de ellos, se realiz6 el aislamiento de Salmonella spp. de heces de pollo y
gallinaza para asi correlacionar la presencia de las Salmonella spp. encontradas en las

moscas de la zona.

7.5.2.- Aislamiento e identificacion de Salmonella spp. por medios de especificos
de muestras de gallinaza del sector agricola de La Colonia Tovar y estiércol de
pollo de un Gallinero del Estado Aragua.

Para esta experiencia se tomaron un total de 5 muestras de estiércol de

pollo provenientes de la Granja de Gallinas La Milagrosa, Cagua, Edo.
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Aragua y 6 muestras de gallinaza tomadas del primer punto de colecta de las
msocas, se realizd el mismo proceso aplicado con las moscas para aislar
salmonellas y se encontré (Tabla 20) en la mayoria de las muestras la

presencia de Salmonella spp.

Tabla 20.- Muestras de estiércol de pollo y gallinaza analizadas para el aislamientos de Salmonella.

Origen Muestra Presencia de Porcentaje
Salmonella  Positivos
1 +
Estiércol de 2 + 80%
pollo 3 + (4/5)
4 +
5 -
1 +
2 -
Gallinaza 3 - 66,67 %
4 + (4/6)
5 +
6 +

Se observa en la tabla 20 que el 80% de las muestras analizadas del estiércol
de pollo y el 66, 67% de las muestras de gallinaza, presentaron presuntas
salmonellas en su contenido bacteriano, lo que conduce a considerar en primera
instancia que la presencia de estas bacterias indican que estd ocurriendo un gran
problema de salud publica, principalmente por el hecho de que M. domestica suele
desarrollar su fase larval en este componente y a su vez alimentarse de él en su
etapa adulta, pudiendo contaminarse con estas bacterias y actuar como vector

mecanico de ellas.
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Para poder corroborar que las bacterias encontradas pertenecen al género

Salmonella, se realizaron nuevamente las pruebas bioquimicas, cuyos resultados se

pueden observar en la tabla 21.

Tabla 21.- Prueba realizadas para la confirmacion del género Salmonella de las bacterias aisladas de muestras
de heces de pollo y gallinaza.

Citrato
Origen L Prueba Kliger, Simmons MIO LIA
o Tincion -
de N Gram Citrato
muestra Fer. Fer. Prod. | Prod. fuente Prod. | Descar. | Descar. | Prod.
Lactosa | Glucosa | SH, Gas | carbono | Mot | Indol | Ornitina | Lisina | SH,
Heces de Bacilo; - + + + + + - + + +
pollo 4  Gram -
Bacilo; - + + + + + - + + +
Gallinaza 4 Gram -

N°: nimero de muestras con presunta Salmonella spp.

Fer.: Fermentacion del carbohidrato.
Prod.: Produccion.

Mot: Motilidad.

Descar.: Descarboxilacion.

Con los resultados de las pruebas bioquimicas se confirma que las bacterias

aisladas con agares especificos pertenecen al género Salmonella, ya que cumplen con

las principales caracteristicas diferenciales, como lo son la produccién de SHo,

fermentacién de la glucosa y produccion de gas a partir de ella, no fermentar la

lactosa ni producir inol, descarboxilar la ornitina y la lisina, ser métiles y utilizar el

citrato como fuente de carbono (Perea y Corral, 1996).

En la regiones agricolas de baja produccién por lo general, la gallinaza es

utilizada como abono organico para la mayoria de los cultivos, siendo a la vez la

densidad de M. domestica muy elevada en estas regiones, por los beneficios

ambientales creados para estos muscidos por el hombre (Scorza-Dagert y Cova,
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2006), ademas se puede considerar una relaciéon directa entre las salmonellas
contenidas en el estiércol, la gallinaza, en el cuerpo de las moscas y las que causan

salmonelosis.

En la tabla 22 se muestra la informacién suministrada por el Centro Clinico
Colonia Tovar sobre los casos de disenteria del 2008 hasta la fecha. Los casos de
enfermedades diarreicas reportados suelen ser ocasionados por bacterias e ingesta
de agua contaminada, segin fue explicado por la Directora del Centro, la Lic.
Daniella Jaime de la Direcciéon Municipal de Salud Tovar. No se sabe el porcentaje
de la enfermedad que esta asociada a bacterias entéricas, pero segtn los reportes del
Centro Clinico los casos de disenteria por salmonelosis y los cuales suelen ser muy

frecuentes en esta region.

Tabla 22.- Morbilidad 2008-Agosto 2009 de enfermedades diarreicas, D.M.S. Centro Clinico Colonia Tovar.

, Numero de casos

- Niamero de casos .

Aio de Alarma Observaciones
totales.

presentados.

2da enfermedad
con mayor nimero

Ene-Dic. Ano 2008 460 - de casos en el
Municipio para el
2008.
Ene-Ago. Ano 2009 242 112 -

En Venezuela para el afio 1999, las diarreas representaban la novena causa de
muerte en la poblacién general y la segunda causa de mortalidad en menores de 4

afios. En 1998 de los 681.928 casos registrados a nivel nacional, el 30 % ocurrié en
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menores de 1 afio (Urrestarazu y col, 1999; OPS, 1999). Se estima que ocurren 1,32
millones de episodios anuales de diarrea, con una media de 2,2 episodios por
nifio/afo (OPS, 1999). Rincén y col, en el 2002 determinaron que 13, 38% de los
cuadros diarreicos en nifios menores de 5 afios, resulta positivo para bacterias
enteropatogenas, el género Salmonella ocup6 el cuarto lugar como agente etiol6gico

de diarrea agua en infantes (Maracaibo).

Con el presente estudio, realizado por primera vez en nuestro pais, se
demuestra que Musca domestica actGa como vector mecanico potencial de Salmonella

spp. en la Colonia Tovar, regién en donde se utiliza gallinaza como abono organico.

Coincidiendo con muchos autores en el papel potencial de M. domestica de
contener y transferir diferentes agente patégenos cuando la zona afectada presenta
condiciones sanitarias inapropiadas, que permitan la proliferaciéon del insecto
(Cavaceppi, 1951; Greenberg y col., 1962; Greenberg, 1964; Greenberg y col., 1970;
1997; Iwasa y col., 1999; Kobayashi y col., 1999; Cedefio y Afiez, 2001; Del Pozo y
col., 2001; Montada Dorta, 2001; Moissant y col., 2004; Scorza-Dagert y Cova, 2006;
Ugbogu y col.,, 2006; Host y col., 2007; Bonnefoy y col., 2008). Ademads, queda
demostrado que las excretas de gallina y sobre todo la gallinaza utilizada como
abono organico, presenta gran densidad de Salmonella spp. y considerando que la
mosca domestica por lo general desarrolla su fase larval en este sustrato, se puede

considerar que los serotipos de Salmonella contenidos en el interior y exterior del
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cuerpo de la mosca pueden ser los mismo, y a su vez los mismo que son

transferidos a los humanos.

Es importante destacar que los serotipos de Salmonella contenidos en el
estiércol de pollo (del Pozo y col, 2001; Castellanos y Murgia, 1998) suelen ser
considerados como microorganismos nocivos para el humano. Greenberg (1964)
demuestra la transmisiéon de Salmonella Thyphimurium a partir de heces de perro
contaminadas a los humanos, corroborando asi que M. domestica actia como vector
mecanico activo, de especies del género Salmonella y ademas tiene la capacidad de

transferirlas al hombre.

Como se mostré ademads en la tabla 22 y nos informo la Lic. Daniella Jaime,
en La Colonia Tovar se presentan muchos casos mensuales de enfermedades
diarreicas, de las cuales varias son atribuidas a bacterias entéricas, analizando esta
situacion se puede suponer que parte de los casos de diarrea que se presentan,
pueden estar directamente influenciados por la abundancia de M. domestica y su
estrecha relaciéon con los habitantes de esta zona, especialmente en las regiones
agricolas. El primer punto de colecta se realiz6 en el sector Gabante, al igual que las
muestras de Gallinaza, en esta zona es donde se reporta la mayoria de casos de
diarrea anuales, segin el Centro Clinico Colonia Tovar, lo que resulta muy

interesante, ya que la mayor densidad de M. domestica fue observada en esta zona.
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8. CONCLUSIONES

e Musca domestica puede contener asociadas a su cuerpo especies del género
Salmonella comportandose eficientemente como vector mecanico de

Salmonella spp. en La Colonia Tovar, Edo Aragua.

e La presencia de Salmonella spp. en el cuerpo de las moscas confirma que se
encuentran en estrecho contacto con materiales contaminados con esta

bacteria.

e El uso excesivo de gallinaza como abono organico en La Colonia Tovar no
s6lo colabora en el incremento de la poblacion de M. domestica en la region,
sino también trae como consecuencia la dispersion de agentes patégenos
contenidos en ella a través de las moscas, pudiendo afectar principalmente a
los pobladores de las zonas agricolas de la comunidad de La Colonia Tovar y

posteriormente a sus visitantes.

e Se observé que el incremento de M. domestica es reflejo de condiciones

sanitarias inapropiadas,
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9. RECOMENDACIONES.

El incremento en la poblacion de M. domestica en la Colonia Tovar debe ser
considerado como factor de alarma a nivel de salud publica, por lo que seria
recomendable y necesario realizar estudios en la zona, a fin de determinar cuéles
son las variables implicadas en el acelerado incremento de estos insectos y su

proliferacién a lo largo de todo el afio.

Dados los problemas sanitarios que genera a los habitantes esta situacion, se
hace inminente realizar el control del insecto en la zona, junto con la instruccién de
la poblacién sobre este gran problema de salud publica en el que viven y sobre el

cual no tienen la suficiente informacion.

Otro aspecto de gran importancia a considera es la btisqueda de alternativas
al uso de la gallinaza como abono organico, en virtud de las consecuencias que este

provoca en la salud de la comunidad.

Ademas, se puede considerar que la proliferaciéon del insecto no sélo trae
consecuencias negativas a nivel de salubridad, sino también una posible baja de
entradas econdmicas en la region por la disminucién del turismo debido al exceso y

proliferacion de este insecto.
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10. APENDICE.

Tabla 23. Pruebas bioquimicas aplicadas y reaccion esperada.

Prueba | Determina Apariencia final del medio y que indica
Tincion | Gram Positivos Las bacterias Gram positivas se tefiiran de
de Gram | Gram Negativos azul.
Las bacterias Gram negativas se tefiiran de
rosa.
Fermentacion de glucosa El pico amarillo indica fermentacién de
lactosa.
Fermentacion de lactosa El taco amarillo indica fermentacion de
Kliger glucosa.
Produccion de H,S Desplazamiento completo del medio desde
Produccion de CO,y H, el fondo del tubo dejando una zona libre
indica la produccién de gas.
Diseminacion de un color negro en todo el
fondo indica produccién del H,S
Al agregar el reactivo de Kovac, una
Actividad ornitina coloracidn roja indica produccion de Indol,
MIO descarboxilasa sino hay cambio de color la prueba es
negativa (luego de verificar la presencia o
ausencia de motilidad).
Produccion de Indol Para la motilidad se observara un
crecimiento difuso que se extiende
Motilidad alrededor del inoculo.
La actividad de ornitina descaboxilasa
resulta positiva cuando el medio se torna
morado y negativa cuando el medio posee
un color amarillo o ligeramente violeta en
el pico.
Reaccion positiva: crecimiento de un
Citrato Uso de citrato como fuente | intenso color azul en el pico de la flauta.
de carbono. Reaccidn negativa: ausencia de crecimiento
y ningln cambio de color.
La produccion de lisina descarboxilasa
Actividad de Lisina origina un reaccion alcalina (color
LIA descarboxilasa. purpura). Los organismos que no

Produccién de H,S.

descarboxilan producen una pendiente
alcalina y fondo acido (Color amarillo).
La produccién de H,S se observa con un
ennegrecimiento intenso del fondo.
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Tabla 24. Analisis de varianza para la prueba de comparacioén por pares de Tukey.

Prueba de Levene para homogeneidad de la varianza, basada en las medias. p= 0,03554

Comparacién por Pares de Tukey

30 80 a0 121 150 130 210 240 270 300
30 10,002142 002880  0,0000205 00001570 0,0001521 0000457 00001573 0,0001579 0,0001578
60 3,695 1 09985 006835 01091 00278 004734 001619 00045881
0 5,086 0,608% 09659 002327 003944  0008M6 001552 0004308 000143
120 6,801 1,108 1715 0,3329 0,4536 0177 0,2564 0,118 0,04103
150 1025 4,552 518 1445 1 1 1 0,999 0,3
180 9937 4 12 4 871 3138 0,2898 0 5555 1 05587 0,687
210 1076 5,164 5673 3,958 0,5123 0,2019 1 1 0.9%57
240 1045 4767 5,376 3661 02153 0,3048 0,297 1 05474
270 105 5,454 5,962 4247 08019 1,081 0,269 0,3855 1
300 1185 5,955 6,564 4848 1,403 1,693 0,891 1,188 06014
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