REBIOLEST 2015; 3(2): e55
Revista Cientifica de Estudiantes
Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Pert

Articulo original

Efecto de la temperatura sobre la supervivencia
de larvas Il de Lucilia sericata en condiciones de

laboratorio

Temperature effect on Lucilia sericata larvae I survivor under
labratory conditions

Sonia Desposorio!, Sindy Nomberto!, Sandra Paz!, Maribel Quispe!, Brenda

Rodriguez!, Giovanna Ureta! y Judith Roldan?
'Escuela AP de Microbiologia y Parasitologia. Universidad Nacional de Trujillo (UNT). Trujillo, Peru.
2Departamento de Microbiologia y Parasitologia. UNT

RESUMEN

Se evaluo el efecto de las temperaturas de 5°C y 7.5°C sobre la supervivencia de larvas asépticas del segundo
estadio de Lucilia sericata. Para ello, se emplearon 135 huevos, obtenidos a partir de la crianza de imagos de L.
sericata en condiciones de laboratorio, que se lavaron con solucién salina estéril 0.85%, se trataron con hidroxido
de sodio 0.5%; y finalmente, se esterilizaron con formalina 10%. Luego los huevos fueron colocados en agar
sangre hasta obtener el segundo estadio larval, dos grupos experimentales fueron sometidos a las temperaturas de
5°C y 7.5°C utilizando una refrigeradora calibrada, durante 5 dias; y se utiliz6 un grupo control, que sigui6 su
desarrollo a temperatura ambiente.. Se observd que la temperatura de 5°C tuvo un promedio de 19.69% de
supervivencia, mientras que a la temperatura de 7,5°C tuvo un promedio de 51.70% de supervivencia.
Conclusiones. La temperatura 5°C tiene un efecto desfavorable en la supervivencia de larvas de estadio I de L.
sericata 'y que la temperatura de 7.5°C permite una mayor supervivencia de larvas que a la temperatura de 5°C
pero un menor porcentaje de supervivencia que a la temperatura de 23°C.
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ABSTRACT

Effect of temperatures of 5°C and 7.5°C on the survival of aseptic larvae of the second stage of Lucilia sericata
it was evaluated. For this, 135 eggs, obtained from the imaging of L. sericata were used in laboratory conditions,
washed with 0.85% sterile saline solution, treated with 0.5% sodium hydroxide; And finally, 10% formaldehyde
were sterilized. The eggs were then placed on blood agar until the second larval stage, two experimental groups
were subjected to temperatures of 5°C and 7.5°C using a calibrated refrigerator for 5 days; and a control group
was used, which followed its development at room temperature. It was observed that the temperature of 5°C had
an average of 19.69% of survival, while at the temperature of 7.5 ° C it had an average of 51.70% of survival. It
was concluded that, at temperature of 7.5°C allows a higher larval survival than at a temperature of 5°C but a
lower survival rate, compared with the temperature of 23°C.
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INTRODUCCION

Desde la antigiiedad se han utilizado larvas de mosca para tratar heridas crdonicas, esta terapia fue
abandonada con el advenimiento de los antibidticos. La creciente resistencia antimicrobiana y la gran
dificultad para desarrollar nuevos antibidticos han ocasionado que, en afios recientes, se retomara el
uso de este tratamiento y asi, hoy dia, se utilizan larvas de Lucilia sericata producidas asépticamente
en laboratorios especializados para evitar la contaminacion secundaria de las heridas!.

L. sericata (Diptera; Calliphoridae) es una mosca necréfaga y una de las especies predominantes en
la fauna cadavérica. Se presenta frecuentemente en los meses de verano y tiene distribucion
cosmopolita. Presentan una coloracion metalica verde botella en el abdomen, llegando a medir en
estado adulto de diez a quince milimetros2.

En un inicio las larvas utilizadas en los tratamientos no eran estériles, esto trajo consigo resultados
negativos, la superficie exterior de los huevos de las moscas son por lo general contaminadas de
bacterias por lo cual deben ser esterilizadas previo al tratamientoS. Algunos casos a consecuencia del
uso de larvas no estériles, los pacientes presentaron tétanos y erisipelasé, de ahi crecid la necesidad de
buscar medios para la esterilizacion de huevos de mosca. Livingston mostrd la gran necesidad de
esterilizar los huevos de mosca antes del tratamiento’s.

La aplicacion de la terapia larval requiere el uso de larvas estériles. Aun cuando se pueda dar un
eficiente tratamiento microbicida a las larvas, la desinfeccion se realizaria solamente en la superficie,
sin poder esterilizarse el tracto intestinal®. Es por esta razon que se prefiere utilizar procedimientos
para la esterilizacion de huevos 2. Parte fundamental del proceso de desinfeccion es eliminar una
pegajosa masa de albumina que los cubre y atrapa bacterias; para tal fin, se han propuesto diversos
métodos de desinfeccion !. Los primeros procedimientos de este tipo incluian un pretratamiento con
solucion de Dakin (hipoclorito de sodio diluido o cloro) seguido de una inmersion en cloruro de
mercurio o formalina 19. Otros investigadores sumergieron los huevos sucesivamente en soluciones de
hipoclorito de sodio 0.5 % y formaldehido 10 % para después lavarlos en solucion de cloruro de sodio
0.15M.16 2.

Los efectos de la temperatura sobre la tasa de desarrollo de moscas se han estudiado ampliamente,
sobre todo en los géneros Calliphora, Chrysomya y Lucilia !2.Las larvas recién nacidas deben
utilizarse en las primeras 8 horas posteriores a la eclosion o refrigerarse a temperaturas de entre 8 y 10
°C para ralentizar su metabolismo !3.Un estudio realizado demuestra que la minima temperatura para
el desarrollo bioldgico de L. sericata se encuentra entre 7.5 y 10°C. Altas tasas de mortalidad se han
reportado a 35,0 °C, mientras que temperaturas suboptimas pueden afectar la supervivencia y el
crecimiento.

El propodsito de este estudio fue determinar el efecto de las temperaturas 5°C y 7.5°C sobre la
supervivencia de larvas en estadio II (L2) de L. sericata en condiciones de laboratorio, con el fin de
utilizarlas posteriormente en el tratamiento de heridas necroticas.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las L2

Se realiz6 una colecta de adultos de L. sericata en el campus de la Universidad Nacional de Trujillo
(Tryjillo, Pert) utilizando como cebo carne en estado de descomposicion. A las 12 horas de la
exposicion del cebo, se capturd moscas califoridas utilizando trampas entomologicas, las cuales fueron
trasladadas al Laboratorio de Artropodologia Parasitaria para su determinacion taxonémica mediante
claves y crianza en jaulas de 31 cm x 53 c¢cm x 31 cm cubiertas con tela tool, a 23-24 °C de
temperatura ambiental y 80% HR; para su alimentacion se utilizo leche en polvo y agua azucarada
embebida en algodones y como medio de oviposicion, higado de vacuno fresco.

Los huevos ovipuestos fueron sometidos al proceso de desinfeccion, utilizando como base la
metodologia descrita por Figueroa y col, modificada; es decir, los huevos se separaron en grupos, los
cuales se colocaron en cajas estériles de papel filtro que sirvieron de soporte para el lavado en solucion
salina estéril al 0.85 % en placas Petri estériles. Luego, fueron transferidos a placas Petri con NaOH al
0,5 % por 30 segundos, el cual constituye el tratamiento previo a la esterilizacion, que permitio
disgregar los huevos. Posteriormente, los grupos de huevos fueron lavados con SSFE para eliminar los
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residuos de NaOH y se agreg6 formalina 10% como esterilizante definitivo por 3 minutos. Luego de
este tiempo, se llevaron a cabo tres lavados con solucion salina estéril al 0,85 %, y finalmente, los
huevos fueron secados sobre un papel de filtro estéril.

Los huevos desinfectados se dividieron a su vez en tres grupos de 15 huevos cada uno, los cuales se
transfirieron en condiciones de esterilidad, en tres placas Petri con agar sangre, y se sellaron con
parafilm, estos representaron los grupos de huevos que posteriormente fueron sometidos a las
temperaturas evaluadas (5°C, 7.5°C y T°® ambiente). El agar sangre constituyd el medio para la eclosion
y a la vez sirvi6 como fuente de nutrientes para el crecimiento larval. Las placas de Petri se
mantuvieron a temperatura ambiente durante aproximadamente 48 horas, tiempo suficiente para
alcanzar el segundo estadio larval. Posteriormente, las larvas fueron identificadas morfolégicamente
por su tamafio.

Al término de las 48 horas, se transfirieron las larvas asépticas en un nuevo medio con agar sangre,
para asegurar que la mortalidad de las larvas sea a causa de la temperatura y no a causa factores
externos como la falta de oxigeno, la falta de alimento o la acumulaciéon de componentes toxicos
provenientes del metabolismo de las larvas. Las 3 placas Petri que contenian larvas asépticas de
segundo estadio, fueron sometidas a temperaturas diferentes: 5 °C, 7.5 °C y 24 °C durante 5 dias. Cada
24 horas, durante 5 dias se evalu6 la contaminacion, el indice de eclosion, el tamafio y movilidad de
las larvas de cada temperatura.

Determinacion de la supervivencia de las L2:

La supervivencia se determiné realizando un conteo de larvas en estadio Il de L.sericata vivas, a los 5
dias de incubacion de cada grupo experimental, y para cada una de las repeticiones realizadas,
escribiendo los resultados en una tabla de recoleccion de datos, que incluye la fecha del conteo, la
temperatura empleada, el nimero de larvas vivas y algunas observaciones sobre las caracteristicas de
las larvas al momento del conteo.

Analisis estadistico:

Los porcentajes de supervivencias obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante el analisis
de varianza ANOVA o AVAR, y posteriormente sus promedios se compararon mediante la prueba de
Tukey (p0.05) para verificar si existe o no diferencia significativa entre dos o mas medias.

RESULTADOS

La figura 1 muestra los promedios de porcentajes de supervivencia de larvas en estadio II de
L.sericata después de haber sido sometidas a las temperaturas de 5°C, 7.5°C y 23°C (Control), en esta
grafica se puede observar que el menor promedio de porcentaje de supervivencia se registrd para las
larvas sometidas a la temperatura de 5°C con un 19.69% , en tanto que el mayor promedio de
porcentaje de supervivencia fue para las larvas sometidas a la temperatura de 23°C (Control) con un
63.68% mientras que a la temperatura de 7,5°C se tuvo un promedio de 51.70% de supervivencia.

El analisis de varianza (ANAVA) entre los promedios de porcentaje de supervivencia de las larvas II
de L.sericata con relacion a las temperaturas de 5, 7.5°C y 23°C (control), se presenta en la figura 2
donde se observa que hay diferencia significativa (a=0.05) en las temperaturas de 5 y 23°C.
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Fig. 1. Promedios de porcentajes de supervivencia de larvas de segundo estadio de Lucilia sericata sometidas a
las temperaturas de 5, 7.5 y 23°C (control). (p<0,05)

DISCUSION

En este estudio , se observa que la temperatura en la cual existid un mayor porcentaje de
supervivencia de larvas Il de L. sericata fue a 23°C con un valor promedio de 63.68% = 22.78 la cual
corresponde al grupo control. Asi mismo, se obtuvieron menores porcentajes de supervivencia con las
temperaturas de 7.5°C y 5°C con valores promedio de 51.7% =+ 22.78 y 19.69% =+ 22.78
respectivamente.

Con respecto al analisis estadistico de varianza (ANAVA), se obtuvo una diferencia significativa
(p=0.05) entre los promedios de supervivencia de larvas Il de L.sericata obtenidos en los grupos
experimentales (5°C, 7.5°C y 23°C). Posteriormente, utilizando la prueba de Tukey, se obtuvo que la
temperatura de 5°C tuvo diferencia significativa con la temperatura de 23°C (control), pero no fue
estadisticamente significativa con la temperatura de 7.5 °C.

La diferencia significativa obtenida entre las temperaturas de 5 y 23°C, podria haber ocurrido por un
cambio brusco de temperatura (choque en frio), debido a que el desarrollo de larvas a temperaturas
bajas provocan un estrés fisioldgico que se evidencia en un desarrollo mas lento y en la disminucion
de la supervivencia.!’

Tras la exposicion a temperaturas bajas, las larvas pueden entrar en un estado en el cual su
movimiento y fisiologia se ralentiza progresivamente hasta que las funciones vitales, como la
alimentacion, cesen por completo.!$ Dado que la frecuencia de contraccion de los miisculos faringeos
responsable de la ingesta de alimentos también aumenta con las temperaturas mas altas, a temperaturas
bajas las larvas deben haber ingerido menos nutrientes por unidad de tiempo, afectando su
desarrollo.!®

La exposicion al frio también puede causar choque severo que puede producir una lesion irreversible
del sistema neuromuscular y eventualmente resultar en muerte, asimismo, puede alterar las hormonas
y las proteinas necesarias en la muda y mantenimiento.

Por otro lado, a la temperatura de 7.5°C no se observo diferencia significativa con las temperaturas
de 5y 23°C (control), debido a que algunos autores como Chang y col. afirman que el mantenimiento
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idoneo de larvas de L.sericata es a temperaturas superiores 8°C, lo que podria aumentar la
supervivencia de dichas larvas.

Con respecto a la temperatura de 23°C (control), si bien se obtuvo un mayor porcentaje de
supervivencia de larvas Il de L.sericata, estas siguieron su desarrollo hasta el estadio 3, sin poder
permanecer como estadio II, debido a que el tiempo de mantenimiento a temperatura ambiente fue de
5 dias (120 horas), tiempo suficiente para pasar del segundo al tercer estadio (69 horas), por otra
parte a la temperatura de 7.5 °C permitié la conservaciéon de un menor porcentaje de larvas Il,de L.
sericata.

Las larvas que se utilizan en el tratamiento de heridas son las de tercer estadio, sin embargo las
utilizadas como muestra fueron de segundo estadio debido a que las larvas de estadio III al someterla
a condiciones de refrigeracion corren el riesgo de empupar por un periodo de tiempo mas corto (270
horas), mientras que las larvas II al ser sometidas a refrigeracion, retrasa su metabolismo permitiendo
su conservacion por un mayor periodo de tiempo.

Nuestros resultados sugieren que factores como la temperatura de almacenamiento (5° y 7.5°C), la
duracion del almacenamiento (5 dias) y el estadio de vida (II instar) influyen significativamente en la
supervivencia y desarrollo de las larvas de L.sericata.

Dentro de la misma especie, la tolerancia a baja temperatura puede variar mucho entre individuos,
etapas de vida y poblaciones. Los huevos y los primeros instares tienen menos reservas de energia en
comparacion con las etapas posteriores y son mas susceptibles a temperaturas bajas. En un estudio
realizado por Retana M, et al., las larvas de estadio 3 fueron mas resistentes a 4°C que las de estadio 2.

Las larvas que se utilizan en el tratamiento de heridas necroéticas son las de estadio III, pero estas no
se utilizaron como muestra, porque si bien estas larvas permanecen como estadio 3,87 horas,
aproximadamente a la mitad de este periodo de tiempo las larvas comienzan a buscar un lugar oscuro,
donde se inmovilizan para comenzar el proceso de pupacion dejando de alimentarse del tejido
necrotico, por lo cual ya no podrian servir en este tratamiento; es por eso que se utilizé las larvas de
estadio 2, que al ser sometidas a refrigeracion, retrasa su metabolismo permitiendo su conservacion en
este estadio, para que cuando un médico requiera dichas larvas, se les pueda entregar larvas
finalizando el estadio 2 o empezando el tercer estadio, y puedan permanecer en el tratamiento por un
mayor periodo de tiempo.
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