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RESUMEN

Las ciencias forenses aplican diversos métodos con los cuales se puede lograr
determinar el tiempo de muerte de una determinada persona. Dichos métodos son
valorados independientemente o en su conjunto, logrando asi una mayor exactitud

en dicha determinacion.

Uno de estos métodos podria ser la aplicacion de la micologia forense, dado que
al estudiar los hongos presentes en los cadaveres, es posible determinar el
tiempo aproximado de muerte. En ese sentido se ha realizado la presente
investigacion cuyo objetivo fue identificar a los hongos presentes durante la
descomposicion cadavérica de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en condiciones de

campo y determinar su utilidad en la determinacion del intervalo post mortem.

Para este propoésito, se tomaron muestras con hisopos estériles en dos
especimenes de Sus scrofa L. (cerdo), durante los meses de octubre — noviembre
de 2016 y los meses de enero — febrero de 2017, los cuales se sembraron en agar
Sabouraud como medio de cultivo primario, incubandose a una temperatura de
26-28 °C por 5 dias, para luego ser conservadas en agar papa dextrosa (PDA).
Lograndose obtener un total de 10 muestras fungicas, de los cuales 6
correspondieron a hongos filamentosos (Penicillium sp, Aspergillus sp, Bipolaris
sp, Mucor sp, Rhizopus sp y Fusarium sp) y 4 a levaduras (Candida sp, C.
albicans, C. tropicalis y Rhodotorula sp). Se concluyé que la sucesion fungica en
cadaveres aun no ofrece un patron determinante como indicadores del IPM. Sin
embargo este estudio ofrece importante contribucién a la micologia forense ya que
se logr6 determinar que el mayor porcentaje de permanencia lo obtuvieron

Candida sp, Aspergillus sp y Penicillium sp.

Palabras clave: Hongos, Intervalo Post Mortem (IPM), Micologia forense.



SUMMARY

The forensic sciences apply sundry methods with which it is possible to be able to
determine the time of death of a certain person. Such methods are evaluated
independently or as a set, thus achieving greater accuracy in said determination.

One of these methods could be the application of forensic mycology, given that by
studying the fungi present in cadavers, it is possible to determine the approximate
time of death. In this sense the present research was carried out whose objective
was to identify the present fungi during the cadaveric decomposition of Sus scrofa
L. (pig), exposed under field conditions and to determine its usefulness in the

determination of the postmortem interval.

For this purpose, samples were taken with sterile swabs in two specimens of Sus
scrofa L. (pork), during the months of October - November 2016 and January -
February 2017. Which were seeded on Sabouraud agar as a primary culture
medium, incubated at a temperature of 26-28 °C for 5 days, and then conserved on
potato dextrose agar (PDA). Obtaining a total of 10 fungal samples, Of which 6
corresponded to filamentous fungi (Penicillium sp, Aspergillus sp, Bipolaris sp,
Mucor sp, Rhizopus sp y Fusarium sp) And 4 yeasts (Candida sp, C. albicans, C.
tropicalis y Rhodotorula sp). It was concluded that fungal succession in cadavers
still does not provide a determinant pattern as indicators of MPI. However, this
study offers an important contribution to the forensic mycology since it was
possible to determine that the greatest percentage of permanence were Candida

sp, Aspergillus sp and Penicillium sp.

Keywords: Fungi, Forensic Mycology, Interval Post Mortem (IPM).



l. INTRODUCCION

La micologia en el campo forense es relativamente nueva, y esta basada
principalmente en el uso de los hongos en investigaciones judiciales y penales. Asi
como también en aquellos grupos de hongos que se encuentran presentes en la
descomposicion cadavérica, con la intencion de poder determinar el intervalo post
mortem (IPM). Determinar este intervalo de tiempo es fundamental en la
investigacibn de homicidios y otras muertes intempestivas, puesto que puede
ayudar a identificar al criminal y a la victima para descartar sospechosos (Catts y
Goff, 1992).

Cuando se llega a descubrir un cadaver, éste puede estar en ambientes y
lugares muy diversos, a veces son abandonados en lugares inaccesibles, con el
anico afan de no ser encontrado, escondiendo o tratando de esconder la prueba
irrefutable de un delito (Mego, 2016 a). Ante ello surge la siguiente interrogante:
¢,Cuanto tiempo lleva dicho cadaver expuesto en ese lugar? Para este fin, se
aplican diversos métodos por los cuales se logra determinar el tiempo de muerte de
una determinada persona; tales como medir la temperatura corporal (Algor mortis),
observar la lividez cadavérica (Livor mortis), la rigidez cadavérica (Rigor mortis),
realizar examenes bioquimicos a los fluidos corporales, especialmente del humor
vitreo; entre otras. La mas conocida quizas es la entomologia forense, en el que
por medio de la sucesion de insectos y sus larvas en el cadaver, se puede lograr
determinar el intervalo post mortem (Mego, 2016 b).

Algunos de estos métodos deben estar basados en informacion ya obtenida de
estudios realizados con modelos animales semejantes a los humanos respecto a
los procesos de descomposicion (Schoenly et al., 2006), esto se debe basicamente
a las objeciones éticas y morales para el uso de cadaveres humanos para tales
fines (Catts y Goff, 1992). No existe un modelo perfecto extrapolable al hombre,

pero existen una infinidad de especimenes, cuyas respuestas fragmentarias



incrementan el significado biolégico del fenobmeno observado (Vasquez, 2007).
Dentro de los especimenes mas utilizados para estos fines esta el cerdo, dado que
estos animales presentan una similitud anatdmica interna semejante a la del ser
humano, el tamafio de los dérganos, la distribucién de la grasa, el pelo, la dieta
omnivora, la microbiota intestinal y los procesos de putrefaccion ocurren
aproximadamente en la misma proporcion que un ser humano del mismo peso
(Byrd y Castner, 2010; Campobasso et al., 2001).

La poca informacion existente sobre hongos en cadaveres, queda comprobada
en la Investigacion realizada por Alves et al., 2012, quienes revisaron la base de
datos de acceso abierto como SciELO, PubMed y BIREME entre los periodos
1991-2011,encontrando solo 13 articulos relacionados netamente con el tema.
Siendo Sousa et al. (2013) y Burkhardt (2014) quienes desarrollaron
investigaciones de la presencia de hongos en cadaveres de Sus scrofa L. (cerdo),

para determinar el intervalo post mortem.

En la actualidad en Perl son muy escasos los trabajos relacionados con la
sucesién fungica en cadaveres y su aplicacion en la determinacion del intervalo
post mortem. Las investigaciones que mas se realizan para esta determinacién
estan en base a la entomologia forense, pero existen referencias donde se detalla
que dependiendo de las circunstancias donde se encuentre el cadaver la
entomologia forense no logra cumplir este objetivo. Esto sucede cuando los
cadaveres se encuentran en avanzado estado de descomposicion, en climas muy
frios 0 en lugares que resultan muy dificiles de acceder para los insectos (Hitosugi
et al., 2006; Hawksworth y Wiltshire, 2011).

Por lo tanto y en vista a la escasa informacion existente se plante6 el siguiente
problema: ¢Qué tipos de hongos existen en la descomposicion cadavérica de Sus
scrofa L. (cerdo), expuestos en condiciones de campo y cual es su utilidad en la
determinacion del intervalo post mortem?. Considerando que ciertas especies de
hongos se aislan de Sus scrofa L. (cerdo) en diferentes fases de la descomposiciéon
y que dicha informacién es util en la determinacion del intervalo post mortem, se

planted el presente estudio cuyos objetivos son:
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Objetivo general:

e Determinar los hongos presentes durante las fases de descomposicion
cadaveérica de Sus scrofa L. (cerdo) expuesto en condiciones de campo

y su utilidad en el establecimiento del intervalo post mortem.
Objetivos especificos:

e Aislar e identificar los diferentes hongos miceliales y hongos
levaduriformes que aparecen durante las fases de descomposicion

cadavérica de Sus scrofa L. (cerdo) expuesto en condiciones de campo.

¢ Relacionar los hongos identificados durante las fases de descomposicion
cadavérica de Sus scrofa L. (cerdo) expuesto en condiciones de campo,

con el establecimiento del intervalo post mortem.



Il MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

En las investigaciones criminales o autopsias, los médicos forenses son
conocedores de la existencia de hongos en cadaveres humanos, pero hasta el
momento no se ha dado la importancia que realmente merece esta ciencia
emergente, como es la micologia forense. Marchiafava (citado por lllana, 2013),
menciona que el género Mucor, caracterizado por delicados filamentos tubulares
blancos, es el hongo responsable de la resorcién 6sea de los huesos enterrados.
Estos hongos presentan unas estructuras llamadas hifas que pueden penetrar en
los huesos y producirse el lixiviado de los minerales, por la accién enzimatica que

estos presentan (Piepenbrink citado por lllana, 2013).

Las primeras luces en la micologia forense se atribuyen a los investigadores
belgas Van de Voorde y Van Dijck (1982) quienes encontraron el cuerpo
acuchillado de una mujer en su habitacion; el cadaver tenia colonias de hongos en
parpados y el cuerpo. Los investigadores cultivaron dichos hongos a la misma
temperatura que se encontraba el cadaver (12 °C), para poder ver el crecimiento y
tener asi una referencia del tiempo que el cuerpo estaba en ese lugar. Los hongos
encontrados fueron congelados, para detener asi su crecimiento. Luego de las
mediciones diarias, se logré estimar que el tiempo de muerte de la mujer se produjo
18 dias antes de ser encontrado. Los hongos identificados fueron pertenecientes a
los géneros: Cladosporium, Fusarium, Geotrichum, Hormodendron, Mortierella y

Penicillium.

Hitosugi et al. (2006) manifiesta sobre un caso sucedido al noreste de Japon
en donde se encontrd el cuerpo de un hombre de avanzada edad dentro de un
pozo de aproximadamente 6 metros de profundidad. Presentaba poca presencia de
larvas de insectos, esto por las bajas temperaturas existentes en el pozo. Los
investigadores observaron crecimiento de hongos en el rostro del cadaver, los

cuales fueron aislados e identificados como pertenecientes a los géneros
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Aspergillus y Penicillium. Con los datos que aportaron las colonias de hongos y el
estado de descomposicion de algunos érganos, la policia dedujo que el anciano

tenia muerto aproximadamente 10 dias.

Ishii et al. (2006) ejecutd una investigacion en Japdén para determinar la
presencia de hongos en 2 cadaveres humanos. El primero era el cuerpo
momificado de un anciano de 72 afios que llevaba perdido 10 meses y el segundo
aparentemente se habia ahorcado en un &rbol hacia 6 meses. Presentando en
ambos casos crecimiento de hongos amarillentos y blancos en la superficie de la
escapula derecha, pubis derecho y el acetdbulo. Los hongos aislados e
identificados fueron: Eurotium repens, E. chevalieri, Gliocladium sp y Aspergillus

terreus.

El continente americano no esta excluido de las investigaciones micologicas
en cadaveres, asi Sidrim et al. (2009) realizé un trabajo en el estado federal de
Cear& noreste de Brasil, el cual consistid en investigar la presencia de hongos en
60 cadaveres humanos del cementerio y de la morgue del pueblo, en tres etapas
de descomposicién: distincion abdominal o hinchada (34 cadaveres), putrefaccion
(6 cadaveres) y esqueletizacion (20 cadaveres). Las muestras fungicas fueron
tomadas mediante hisopos estériles, de los sitios con mayor probabilidad de
crecimiento: la boca, el recto, la vagina, el prepucio, los pulmones, la piel, el
cabello, la ropa y sus alrededores, siendo los principales hongos aislados:

Aspergillus, Penicillium y Candida.

Sousa et al. (2013) realiz6 una investigacion con cadaveres de 2 cerdos de
6 Kg de peso cada uno, los cuales fueron expuestos al ambiente y acondicionados
en jaulas para evitar la accion predadora de carrofieros. El primero fue expuesto al
sol y el segundo expuesto a la sombra. La temperatura y la humedad fueron
registradas por un termometro y un higrémetro respectivamente para ambas jaulas.
Las muestras fungicas fueron colectadas en intervalos de 5, 10, 15, 20 y 30 dias
después de la exposicion de los cerdos al ambiente. Los hongos aislados e

identificados fueron para el dia 5 Candida albicans y Penicillium sp; para el dia 10



Candida sp; para el dia 15 Candida albicans, Candida sp y Aspergillus flavus, para

el dia 20 Candida sp y para el dia 30 Candida sp.

Tranchida et al. (2014) en Argentina realizaron una investigacion interesante,
en donde se logré6 obtener flora fungica del suelo en donde se dio la
descomposicion de un cuerpo. Esta investigacion se realizd6 con el objetivo de
relacionar la co-presencia de los restos humanos y las diferentes especies de
hongos. Lograndose obtener diferencias significativas entre la microbiota del suelo
del cadaver y la muestra control. Las especies identificadas fueron

Dichotomomyces sejpii, Talaromyces sp, T. trachyspermus y T. flavus.

Burkhardt (2014) realiz6 una investigacion en Florianopolis, Santa Catalina,
Brasil, en la que se dej6é descomponer un cerdo (Sus scrofa L.) de 20kg. Logrando
aislar e identificar 13 hongos, de los cuales 6 eran filamentosos (Acremonium sp.
Aspergillus sp. Cladosporium sp. Curvularia sp. Mucor sp. Scedosporium
aurantiacum) y los 7 restantes levaduras (Arthrographis sp., Candida guilliermondii,
Candida krusei, Candida lipolytica, Candida tropicalis, Candida zeylanoides,
Rhodotorula sp.). Las muestras fueron colectadas mediante hisopos estériles en
tres zonas del cadaver principalmente: piel, mucosa y ano. Por tener estas zonas

mayor probabilidad de encontrar especies de hongos.

2.2 Base tedrica

La muerte se define de manera tradicional como el cese total y permanente
de las funciones vitales. Actualmente se define no como un momento, sino mas
bien como una serie de procesos que se desencadenan y recorren un periodo de
tiempo (Santos, 2003). Este periodo de tiempo y los cambios que se suceden en
todo organismo biolégico desde la muerte y el descubrimiento es estudiado y
analizado por la tafonomia (Krenzer, 2006). Carter y Tibbett (2003) relacionan
este término dentro del campo forense, manifestando que: “la tafonomia forense
estudia los procesos por los que pasa el cadaver desde la muerte del individuo

hasta la llegada del investigador”.



La muerte de un ser vivo lleva consigo una serie de cambios y
transformaciones fisico-quimicas que hacen de este cuerpo sin vida un ecosistema
dinamico y uUnico al que van asociados una serie de organismos necrofagos,
necrofilos, omnivoros y oportunistas que se van sucediendo en el tiempo
dependiendo del estado de descomposicion del cadaver (Smith, 1986; Magafia,
2001). Los investigadores criminalisticos son los encargados de evaluar y visualizar
la escena del crimen antes de recolectar indicios de tipo biolégico y no bioldgico.
La interpretacion correcta de estos indicios es fundamental para establecer con
mayor precision un indice criminalistico que estime el tiempo transcurrido desde
gue ocurre la muerte al momento del hallazgo, denominado Intervalo Post mortem
(IPM) el cual involucra todos los factores que rodean el fenébmeno de la

degradacion cadavérica (Molina, 2009).

2.2.1 Intervalo post mortem (IPM)

El IPM o diagnéstico cronolégico de la muerte, también conocido como
cronotanatodiagndstico, busca estimar el espacio de tiempo recorrido desde la
muerte hasta el hallazgo pericial. Para tal fin, incorpora técnicas y analisis
provenientes de otras ramas de la investigacion, tales como la arqueologia,
guimica, botanica, ecologia, entomologia y microbiologia de suelos, con el fin de
analizar con mayor precision los procesos de degradacion cadavérica (Carter y
Tibbett, 2003). Este intervalo puede ser usado para confirmar o refutar la coartada
de un sospechoso y para ubicar en un plano cronoldgico los acontecimientos;
enfocando la investigacibn dentro de un marco correcto de tiempo. Esta
determinacién puede llegar a ser vital en la investigacion de un homicidio
(Maganfa, 2001).

2.2.2 Micologia forense

La micologia es la rama de la biologia, que tiene por objetivo el estudio de
los hongos. Los hongos son organismos eucariontes, aerobios, macro o
microscopicos, heterotrofos, la nutriciéon la efectian mediante la secrecion de

enzimas (exoenzimas) que digieren la materia organica antes de ingerirla



(absorcién) y es almacenada en forma de glucdégeno, poseen crestas
mitocondriales en placa, membrana celular constituida por ergosterol, quitina
como principal componente de la pared celular, se reproducen por propagulos
denominados esporas (Bonifaz, 2012). Gracias a estas ultimas, se distribuyen por

toda la naturaleza.

Cuando los hongos contribuyen en la justicia, se habla de micologia forense;
el cual es un término relativamente nuevo, utilizado para la descripcion de
especies de hongos presentes en el entorno de cadaveres humanos, asi como
aguellos grupos de hongos potencialmente Gtiles en el esclarecimiento del tiempo
de muerte (Carter y Tibbett, 2003). Anteriormente, los datos que proporcionaba la
micologia estaban restringidos a casos de especies venenosas Yy psicotropicas.
Sin embargo en estos Ultimos afios, la micologia ha tomado notoriedad,
encontrandose diversas situaciones en las que los datos fungicos pueden
proporcionar importante evidencia en multiples casos, siendo algunos de estos:
investigar las causas de muerte ya sea por envenenamiento o alucindégenos,
estimar el tiempo de muerte, localizar los cuerpos enterrados y las guerras
bioldgicas (Hawksworth y Wiltshire, 2011).

2.2.3 Consideraciones bioéticas

El uso del animal como fuente del conocimiento experimental tiene una larga
tradicién. Toda la moderna farmacologia, la fisiologia, la toxicologia, la algologia,
la psicologia, la etologia, por solo mencionar disciplinas de evidente aplicacién a
los asuntos humanos, se han basado en someter animales a experimentos o en
observar la ocurrencia espontanea de fenédmenos en ellos. Cuando la sacralidad
del cuerpo humano era norma y prohibicién para la diseccién, eran los animales
quienes brindaban, por analogia, el conocimiento de sus entrafias al servicio de
la medicina. La estructura de las ciencias médicas seria inconcebible sin el
empleo de animales y sin su sometimiento a condiciones que la conciencia moral

prohibe imponer a seres humanos (Cardozo et al., 2007).



2.2.4 Laeutanasia en los animales

La palabra eutanasia significa etimolégicamente "muerte sin dolor”, y en
sentido aplicativo, "arte de sacrificar o matar animales de forma piadosa, evitando
el sufrimiento fisico y psiquico”. Obviamente esto no se logra si el animal lucha o
presenta sintomas de miedo durante la maniobra empleada o, si recupera el
conocimiento después del proceso (Centro de investigacion, hospital general

universitario de valencia, 1990).

Segun considera Cardozo et al. (2007), puede requerirse el sacrificio de animales

cuando:

a) Finaliza su periodo econémico o reproductivo

b) Tienen algun dafio severo

c) Estan enfermos

d) Tienen dolor intolerable como resultado del experimento

e) Se requiere su muerte como parte del protocolo experimental.
La eutanasia en general puede ser provocada de dos modos:

-Por métodos fisicos: disparo, aturdimiento, desnucado y otros.
-Por sustancias quimicas: utilizando anestésicos sobre dosificados.
% Eutanasia mediante método fisico: pistola.

Para obtener buenos resultados, la pistola o arma de fuego debe dispararse
con el cafion situado firmemente hacia la cabeza del animal destruyendo el
cerebro con lo que el estado de inconsciencia se alcanza inmediatamente.
El personal participante debe mantenerse tranquilo, evitando asi estresar al
animal y posibles arranques de violencia por parte de este. Se le debe de sujetar
de manera suave pero firme, para evitar que el proyectil se desvié y no llegue al

cerebro.



Segun el tipo de pistola a utilizar, se puede dividir de 2 maneras: pistola de bala

cautiva y pistola de bala libre.

2.2.5

X/
o

Pistola de bala cautiva: Las pistolas de bala cautiva tienen un piston,
perno o émbolo en el interior el que sale del arma a gran velocidad ya sea
por la detonacion de un cartucho de explosivos o por aire comprimido
golpeando fuertemente la parte frontal del craneo para luego retornar a su
sitio inicial gracias a un resorte integrado. Este golpe produce concusion e
inconsciencia. Inmediatamente el animal debe ser exanguinado, evitando
asi que se pueda recuperar Humane Slaughter Association (HSA, 2006).
Segun la HSA (2006) las pistolas de bala cautiva o perno cautivo se
pueden clasificar de dos maneras: penetrantes y no penetrantes. Los
penetrantes causan insensibilidad, debido al fuerte golpe y al dafio fisico
que se produce al penetrar el perno al cerebro. En cambio los no
penetrantes tienen un perno de cabeza redonda que golpea fuertemente el
crdneo pero no ingresa al cerebro, causando también insensibilidad debido
a la conmocion que ocasiona.

Pistola de bala libre: Las pistolas de bala libre son aquellas que utilizan
diversas personas para uso personal y de proteccion. La experiencia del
operador es fundamental para evitar accidentes, es por ello que no se debe
de maniobrar dentro de edificios, ya que la bala tiende a rebotar y pueden
causar dafio a las personas, pero se puede usar de modo eficaz en el
campo. Cuando el animal se puede sujetar convenientemente es preferible

el método de la bala cautiva.

Fases de descomposicion cadavérica

La Putrefaccioén

Es el proceso por el cual se da la descomposicién de la materia organica por

accion bacteriana (Calabuig y Villanueva, 2004), que en su mayoria provienen del

intestino y se van diseminando por medio de los vasos sanguineos vy linfaticos a

10



todo el cuerpo. Lo que se conoce como “Red vascular de la putrefaccién”. Es asi
como animales carrofieros, insectos y microrganismos descomponedores
participan activamente de la desintegracion del cadéaver, volviéndolo disponible

para el ciclo de nutrientes y regresando los restos al sustrato (Centeno, 2002).

< Fendmenos cadavéricos

Desde el inicio del deceso hasta la descomposicion total, el cadaver sufre una
serie de cambios y transformaciones mediante procesos fisico-quimicos y
bioldgicos, llamados en su conjunto fenbmenos cadavéricos. Estos fendmenos
modifican de manera irreversible la materia organica y pueden estar influenciados
por factores extrinsecos e intrinsecos (Burkhardt, 2014), Los factores extrinsecos
estan relacionados con el medio externo que envuelve al cadaver, tales como la
humedad, la temperatura, el PH del suelo, etc. En tanto que los factores
intrinsecos estan relacionados con el cadaver tales como la edad, la causa de

muerte, la contextura del cadaver, etc.

En 1957 Bornemissza dio la posibilidad de dividir esta descomposicién en 5
estadios o fases para una manera mas didactica. Aunque la literatura informa que
este criterio varia de autor a autor ya que muchas veces estos periodos o fases se
funden entre si, torndndose dificil su individualizacion (Gunn, 2006). Tal es asi,
que diferentes investigadores la clasifican en 4, 5 y hasta 6 fases o periodos.
Como por ejemplo: Paine (1965) trabajando con cadaveres de cerdo en Estados
Unidos, reconoce 6 etapas de descomposicion: fresco, hinchado, activo,
avanzado, seco y remanente. Rodriguez y Bass (1983) realizaron estudios
experimentales con cadaveres humanos, dividiéndolo en 4 fases: cromatica,
enfisematosa, colicuativa y de reduccion esquelética. Peceros (2011) en su
estudio realizado con dos cerdos en la provincia peruana de Huarochiri, consideré
las 5 fases de descomposicion propuestas por Bornemissza. En el presente

trabajo seguiremos la clasificacidon propuesta por Rodriguez y Bass (1983).

Es asi como comprobamos que muchos son los investigadores que

presentan su propio criterio al momento de dividir en fases o periodos esta
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descomposicion cadavérica. Schoenly y Reid (1987), sefialan que esta division se

da para aportar puntos de referencia que permitan explicar los hechos que

acontecen en la descomposicién y sobre todo poderlo explicar ante un tribunal.

Segun lo descrito por Early y Goff (1986), la ciencia forense reconoce y

acepta cinco fases o estados de descomposicion: Estado fresco o cromatico,

hinchado o enfisematoso, descomposicién activa o colicuativa, descomposicion

avanzada y restos secos o esqueletizacion (Magafia, 2001; Calabuig y Villanueva,

2004). Estas fases o periodos de descomposicibn cadavérica se pueden

generalizar tanto para los cadaveres humanos como para los animales descritas

en los tratados de patologia forense (Calabuig y Villanueva, 2004).

Fase inicial o fresca:

Externamente no hay ningun cambio pero internamente se da inicio a la

descomposicion, por actividad de las bacterias intestinales.
Fase cromatica, meta cromatica o de coloracion:

Se inicia con la aparicibn de la mancha verde, que generalmente se
presenta en la regién cecoapendicular (fosa iliaca) derecha; donde los
coliformes y clostridios descomponen la hemoglobina formandose un
compuesto denominado sulfoxihemoglobina originado por la combinacion
del hidrégeno sulfurado con la hemoglobina. Suele desarrollarse a partir de
las 24-36 horas después del deceso. En los fetos la mancha verde aparece

a la altura del cuello y térax.
Fase enfisematosa, gaseosa o de hinchazon:

Comienza a partir del tercer dia del deceso pudiendo extenderse por varios
dias, lo cual es dependiente del medio ambiente y de la fuerte actividad
microbiana. La actividad microbiana esta dado por bacterias anaerébicas
gue hacen gque el cadaver pierda su apariencia original, comenzando a

hincharse en sus diferentes partes, tales como cara, cuello, labios, escroto,
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vulva. Apareciendo en la parte superficial de la piel vesiculas gaseosas,

gue al romperse produce desprendimiento de la epidermis.

La presion de los gases produce que las venas salgan a la parte superficial
y sean visibles como una especie de entramado venoso llamado
“circulacién postuma” (Brouardel). Esta misma presion rompe las barreras

epiteliales, haciendo que el contenido abdominal se exponga al exterior.
Fase colicuativa, licuefaccion o putrefaccion negra:

Los tejidos y 6rganos internos se van descomponiendo como consecuencia
de la actividad bacteriana, convirtiéndose en una masa putrilaginosa de
olor fuerte y muy desagradable, para luego tornarse negruzco o pardo
azulado. Las ufias y pelos se van desprendiendo. Este periodo puede durar
dias dependiendo del medio ambiente en el que se encuentra el cadaver y

de la actividad de los insectos.
Fase Reductiva o de Esqueletizacion:

En esta fase la velocidad de la descomposicion se hace mas lenta. Las
partes blandas con el tiempo van desapareciendo, quedando solo algunos
ligamentos y cartilagos. Esta fase puede durar mucho tiempo, dado que la
actividad de los insectos, hongos y bacterias disminuyen, como producto

de la escasa materia organica existente.
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Il. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Material biologico

Para la investigacion se adquiri6 2 especimenes de Sus scrofa L. (Cerdo
doméstico), de 12 kg y 80 cm. aproximadamente cada uno. Los cuales fueron
adquiridos vivos en el mercado mayorista de Moshoqueque, ubicado en el distrito de

José Leonardo Ortiz — provincia de Chiclayo.
3.1.2 Poblacion y muestra de estudio

En la investigacién descriptiva, la poblacion estuvo constituida por todos los
hongos presentes durante la descomposicion cadaveérica de Sus scrofa L. (cerdo), y
la muestra por los hongos presentes en dos especimenes de Sus scrofa L. (cerdo),

durante la descomposicion cadavérica hasta los 40 dias.

3.2 Métodos

3.2.1 Variables en estudio

Las variables cualitativas fueron todos los hongos, tanto filamentosos como
levaduriformes aislados e identificados del cadaver de Sus scrofa L. (cerdo).

3.2.2 Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis

El trabajo de investigacion fue descriptivo y para contrastar la hipétesis se

utilizé el disefio de una sola casilla (Goode y Hatt, 1986).
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3.2.3 Zonade estudio:

El estudio se realiz6 en el ex-fundo local que pertenece a la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo. Situado al Noreste del departamento de Lambayeque,
Perud. A una distancia 1.72 Km. aproximadamente a la universidad. En donde también

queda la estacion meteoroldgica perteneciente a dicha universidad. (Figura 1),
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Figura 1.- Zona de estudio. A: Ex fundo, perteneciente a la UNPRG-Lambayeque. (Google earth,

2017).
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e Areade estudio

Las areas escogidas fueron dos espacios ubicados en el ex-fundo, a campo
abierto. Con una distancia de 5 m. entre si y a una altura de 30 m.s.n.m. La
ubicacion, altura y distancia entre las areas se obtuvo mediante la utilizacion de
GPS (Global Positioning System).

v" Area 01: Coordenadas (06° 42' 06.8" L.S. - 79° 55' 08.7" L.O.)
(Figura 2A)

v" Area 02: Coordenadas (06° 42' 07.2" L.S. - 79° 55' 09.1" L.O.)
(Figura 2B)

Figura 2.- A) Area 01: Coordenadas (06° 42' 06.8" L.S. - 79° 55' 08.7" L.O.)

B) Area 02: Coordenadas (06° 42' 07.2" L.S. - 79° 55' 09.1" L.O.)
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3.2.4 Disefio de lajaula

Se construyeron jaulas de madera de dimensiones de 60x40x40 cm, (Figura 3)
las cuales se revistieron con mallas metalicas para permitir el paso de la
entomofauna cadavérica e impedir el acceso de animales necréfagos de gran porte
que pudiesen comprometer el experimento” (Burkhardt, 2014). Finalmente la jaula se
fij6 al suelo mediante unas estacas de fierro de 40 cm, evitando asi que perros u

otros tipos de animales puedan desplazarla.
3.2.5 Sacrificio y distribucion al lugar de estudio

Los especimenes bioldgicos fueron abatidos (Figura 4) mediante disparo en la
regién occipital con arma de fuego tipo pistola calibre 9mm marca Glock, tratando de
esta manera simular asesinatos y, principalmente, evitar el sufrimiento del animal
(Centro de investigacion, Hospital general universitario de Valencia, 1990). En las

jaulas de madera se depositaron los cadaveres (Figura 5).

Figura 3.- Disefio de la jaula
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Figura 5.- Distribucidn del espécimen biolégico al lugar de estudio, A) Primer cerdo; B) Segundo

cerdo.
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3.3 Procedimiento

La toma de muestras se realizd de 9 am a 10 am de manera pre-establecida
los dias 1, 5, 10, 15, 20, 30 y 40 desde la puesta de los cadaveres en la zona de
estudio hasta su esqueletizacion final. Para el primer cerdo el sacrificio se dio el 19
de octubre del 2016 y prolongandose la investigacion hasta el dia 27 de noviembre
de 2016. En tanto que para el segundo cerdo el sacrificio se dio el 12 de enero del
2017 y prolongandose la investigacion hasta el dia 20 de febrero de 2017. Siendo
el dia del sacrificio y el ultimo dia de la investigacion, considerados como dia 1y 40

respectivamente.

Siguiendo las técnicas de Moreira (2008) y Burkhardt (2014), las muestras se
tomaron con hisopos esterilizados realizando movimientos de friccion y rotacion en
las mucosas oral y anal y en el lomo (Figura 6) después de lo cual se colocaron en
tubos de ensayo conteniendo 5ml de solucién salida fisiolégica (SSF). Luego se
transportaron en un cooler al laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la
Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. Con la intencién de protegerse al momento
de manipular los cadaveres y las muestras biologicas, se ha utilizado implementos

de bioseguridad (Figura 7).

Los datos meteorolégicos como la temperatura y la humedad relativa, fueron
registrados por la estacion meteoroldgica de la Universidad Nacional “Pedro Ruiz

Gallo” - Lambayeque (Anexo 1).
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Figura 6.- Colecta y Toma de muestras. A) Boca; B) Lomo; C) Ano.
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Figura 7.- Implementos de bioseguridad. A) En area de estudio; B) En laboratorio.

3.3.1 Aislamiento e identificacion de los hongos

Para el aislamiento de los hongos las muestras obtenidas con hisopos
esterilizados fueron sembradas mediante la técnica por agotamiento sobre
medios de cultivo (Anexo 2). Siendo el primer medio el Agar Sabouraud
Glucosado (ASG), con cloranfenicol contenidos en placas de Petri, las cuales
fueron incubadas a 26-28 °C durante 5 dias. Al cabo del tiempo de incubacion se
observo el desarrollo de colonias tanto de aspecto micelial como levaduriformes
(Figura 8a) cada una de estas colonias fueron luego resembradas en Agar papa

dextrosa (PDA). Obteniéndose de esta manera los cultivos puros (Figura 8b).
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Figura 8.- Hongos desarrollados: A) agar Sabouraud mas cloranfenicol. B) PDA mas cloranfenicol.

3.3.1.1 Identificacion de hongos de aspecto micelial (Bonifaz, 2012;
Pitt y Hocking, 2009)

Para la identificacion de los hongos de aspecto micelial, se tuvo en cuenta

las caracteristicas macroscopicas y microscopicas.
a) Caracteristicas macroscopicas

La observacion macroscépica se baso en el aspecto, color, difusién de

pigmento y didmetro de las colonias.

b) Caracteristicas microscopicas

Para la observacion de las caracteristicas microscépicas se realizaron

las técnicas siguientes:
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Técnica de montaje por diseccion ( Divo, 1990)

Para la realizacibn de esta técnica se utilizd6 una ansa micoldgica
debidamente esterilizada, con la cual se tom6 una pequefia porcion de la
colonia elegida y se colocé en un portaobjeto, que contenia una gota de
azul de algoddén o una gota de hidroxido de potasio al 40 % segun presente
pigmentacion o no la colonia, luego con el ansa micoldgica se extendio de
tal manera que no quedd un acumulado de hifas, luego se procedid a
cubrirlo con una laminilla para ser observado al microscopio con objetivo de
40x.

Técnica de cinta pegante (Koneman, 1987).

Para el desarrollo de esta técnica se cort6 4cm de cinta adhesiva con la
parte pegajosa dirigida hacia la colonia (Figura 9), luego se coloc6 en una
lamina portaobjetos que contenia una gota de azul de algodon (para hongos
hialinos) o una gota de hidréxido de potasio al 40 % (para hongos
pigmentados) segun fue el caso. Luego se observo al microscopio con
objetivo de 40x.

Esta técnica permiti6 observar la morfologia tanto en su fase de
reproduccion como en su fase vegetativa y estructuralmente unidas de
algunos hongos que con la técnica de montaje por diseccion no se logro

observar.
Técnica de Microcultivo (Arenas, 1983).

Esta técnica permitid observar las estructuras fungicas in situ y a la vez

obtener montajes semipermanentes (Anexo 3; Figura 10).

La identificacion de los hongos miceliales se realizé teniendo en cuenta las
claves de identificacion de Bonifaz (2012); Pitt y Hocking (2009).
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Figura 9.- Técnica de cinta pegante.

Figura 10.- Técnica de microcultivo.
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3.3.1.2 Identificaciéon de hongos de aspecto levaduriforme (Bonifaz,
2012; Pitt y Hocking, 2009)

Para la identificacion de hongos de aspecto levaduriforme, también se tuvo

en cuenta las caracteristicas macroscopicas y microscopicas.
a) Caracteristicas macroscopicas

La observacion macroscopica se baso en el aspecto, color, presencia de
pigmentacion de las colonias.

b) Caracteristicas microscopicas

Para la observacion de las caracteristicas microscépicas se realizaron

las técnicas siguientes:
e Tincion de Gram (Bonifaz, 2012)

Se realizé una coloracion Gram con la cual se determiné la morfologia

caracteristica de una levadura (Anexo 4; Figura 11).
e Observacion de tubo germinal (Ministerio de salud, 1997).

Esta prueba se realiz6 basicamente para la identificacion de Candida
albicans. El tubo germinal o filamento precoz (Anexo 5), es una
prolongacion filamentosa de la levadura, no presentando estrechamiento en
su origen, en donde el ancho suele ser la mitad de la célula progenitora y su
longitud tres o cuatro veces mayor que la célula madre (Ministerio de salud,
1997).

e Formacion de clamidosporas (Ministerio de salud, 1997).

Las cepas que producian tubo germinal, se les sembrd en agar harina de
maiz, llevandose a incubar a 26-28°C durante un periodo de 24 horas,
luego se realizé la observacion de clamidosporas, lo que constituye una

prueba diferencial para Candida albicans.
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e Fermentacion de carbohidratos (Ministerio de salud, 1997).

Los cultivos se sembraron en tubos de ensayo (Figura 12), los cuales
contenian glucosa, lactosa, sacarosa, maltosa, galactosa y rafinosa. Y
llevados a incubar a 37 °C por un lapso de 24 a 48 horas. La identificacion
de las levaduras se realiz0 teniendo en cuenta las claves de identificacion
del Ministerio de salud, 1997 (Anexo 6).

3.3.2 Relacion de los hongos identificados durante las fases de
descomposicién cadavérica de Sus scrofa L. (cerdo) expuestos en
condiciones de campo con el establecimiento del intervalo post

mortem.

Para establecer la relacibn de los hongos identificados con las fases de
descomposicion cadavérica, se construy6 tablas de ausencia y presencia. Luego
en base a estos datos se empled el indice de Similaridad de Jaccard, para de esta
manera determinar semejanzas entre las especies fungicas y su relacion existente

entre las fases de descomposicion.

IS;=a/a+b +c

Dénde:

ISJ: indice de Similaridad de Jaccard.

a: Numero de veces en que ambas especies son 1 (presencia).

b: Nimero de veces en que una especie es 1y la otra es 0 (presencia y ausencia).
c: Numero de veces en que una especie es 0 y la otra es 1 (ausencia y presencia).

En base a los valores obtenidos del indice de Similaridad de Jaccard se elabor6
Dendrogramas. El andlisis estadistico se realiz6 mediante la utilizacion del
programa estadistico STATISTIXL.
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Figura 11.- Tincién de Gram.

Figura 12.- Fermentacion de carbohidratos.
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3.4 Organizacion y anéalisis de datos

Los datos obtenidos en la investigacion, fueron ordenados y expresados
en tablas y figuras que permitieron visualizar y analizar los hongos presentes
durante la descomposicion cadavérica de Sus scrofa L. (cerdo). Los datos fueron
procesados utilizando los programas Microsoft Office Word y Microsoft Office

Excel 2013.

28



V. RESULTADOS:

4.1 Identificacion de los hongos presentes durante las fases de
descomposicion cadavérica de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en

condiciones de campo.

Se logro identificar 10 tipos de hongos, de los cuales 6 eran filamentosos y 4

levaduriformes. (Tabla 1).

Tabla 1.- Hongos presentes durante la descomposicion cadavérica de Sus scrofa

L. (cerdo), expuestos en condiciones de campo.

Hongos Orden Familia Género/especie

Penicillium sp

Eurotiales Trichocomaceae
Aspergillus sp
Pleosporales Pleosporaceae Bipolaris sp
Filamentosos i .
Hypocreales Nectriaceae Fusarium sp
Mucorales Mucoraceae Mucor sp
Rhizopus sp
Candida sp.
Saccharomycetales Saccharomycetes
C. albicans
Levaduriformes C. tropicalis.
Sporodiales Sporidiobolaceae Rhodotorula sp
Total 6 6 10

29



4.1.1 Hongos filamentosos aislados e identificados durante las fases de
descomposicion cadavérica de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en

condiciones de campo.
REINO: Fungi
PHYLUM: Ascomycota
CLASE: Euascomycetes
ORDEN: Eurotiales
FAMILIA: Trichocomaceae
GENERO: Penicillium
ESPECIE: Penicillium sp.
El género Penicillium es inicialmente de color blanco, para luego tornarse segun la
especie de color verdoso, amarillenta o rosada. El crecimiento fue rapido e
ilimitado ocupando todo el medio de cultivo. Son filamentosas, lanosas y de

textura algodonosa. El reverso no presentd pigmentacién, aunque algunas

especies como P. notatum dan color café-ocre (Bonifaz, 2012).

Presentan micelio macrosifonado (2- 4um), con hifas hialinas y septadas, con
conidiéforos simples o ramificados de 5 a 10 um de largo y esterigmas (fialides),
que dependiendo de la especie miden entre 3 a 6 um. La organizacion de estas
fidlides en la punta de los conidiéforos es tipica (forma de pincel), en donde se

encuentran los microconidios (Bonifaz, 2012).

Penicillium sp. Se encontré6 en ambos cadaveres de Sus scrofa L. (cerdo), en las
fases de descomposicion enfisematoso, colicuativo y esquelético. Con mayor

porcentaje de permanecia en el lomo del segundo cerdo (85.7 %).
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Figura 13- Penicillium sp. A) Anverso de la placa de Petri; B) Reverso de la placa de Petri;

C) Tincion con azul de algodén (400x).
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REINO: Fungi

PHYLUM: Ascomycota
CLASE: Eurotiomycetes
ORDEN: Eurotiales
FAMILIA: Trichocomaceae
GENERO: Aspergillus

ESPECIE: Aspergillus sp.

El género Aspergillus presentd un crecimiento rapido e ilimitado ocupando todo el
medio de cultivo. Son filamentosas hialinas, lanosas y de textura algodonosa. Al
inicio del crecimiento fue de color blanco para luego tornarse verdusco. Existiendo
de diversos colores dependiendo de la especie, como por ejemplo: verde-
amarillenta (A. flavus), negro (A. niger), verde con un ligero halo blanco micelial
(A. clavatus) (Bonifaz, 2012).

Al observar al microscopio, presentan micelio hialino septado, macrosifonado y
ramificado. Presentan Conidiéforos cenociticos largos y cortos de paredes
gruesas, el conidiéforo se prolonga en forma bulosa o de burbuja denominado
vesicula, la cual se encuentra abarrotada de fidlides y en algunas especies de

fidlides y métulas (Pitt y Hocking, 2009).

Aspergillus sp. Se encontré en ambos cadaveres de Sus scrofa L. (cerdo), en Is
fases de descomposicion fresco, enfisematoso, colicuativo y esquelético. Con

mayor porcentaje de permanecia en el lomo del primer cerdo (100 %).
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Figura 14.- Aspergillus sp. A) Anverso de la placa de Petri; B) Reverso de la placa de Petri;

C) Tincion con azul de algodén (400x).
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REINO: Fungi

PHYLUM: Zygomycota

CLASE: Zygomycetes

ORDEN: Mucorales

FAMILIA: Mucoraceae

GENERO: Mucor

ESPECIE: Mucor sp.

Son colonias filamentosas, algodonosas, secas de crecimiento muy rapido,
llegando a ocupar toda la placa de Petri. Al inicio presentaron un color blanco,

para luego tornarse de color blanco-grisaceo. Al reverso de la placa de Petri no
presentd pigmentacion (Bonifaz, 2012).

Presentan micelio macrosifonado (4-8 pm) con hifas cenociticas hialinas. Las
esporangiosporas (endosporas) son multiples y redondas de entre 3 a 5 um de
diametro; los cuales se encuentran dentro de un esporangio (20-80 um). Una de
las caracteristicas que se observé al microscopio es que las hifas de este género
pueden ramificarse a diferencia de Rhizopus, ya que en este Ultimo todas parten

de la base (rizoide). Presentan columnela pequefa y ovoide (Bonifaz, 2012).

Mucor sp. Se encontr6 en ambos cadaveres de Sus scrofa L. (cerdo), en las
fasess de descomposicién enfisematoso, colicuativo y esquelético. Con mayor

porcentaje de permanecia en el lomo del segundo cerdo (71.4 %).
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REINO: Fungi

PHYLUM: Zygomycota

CLASE: Zygomycetes

ORDEN: Mucorales

FAMILIA: Mucoraceae

GENERO: Rhizopus

ESPECIE: Rhizopus sp.

Presentan tamafo ilimitado, de crecimiento rapido logrando ocupar toda la placa
de Petri. Son colonias filamentosas, algodonosas y secas. Al inicio del crecimiento

fueron de color blanco para luego tornarse de color café oscuro o grisaceo. Al
reverso de la placa de Petri no present6 pigmentacion (Bonifaz, 2012).

Presenta micelio macrosifonado (5-10 um) grueso, cenocitico, con abundante
rizoides de los que se forma directamente el esporangio, que es grande (100-200
um de didmetro), con endosporas o esporangiosporas multiples de 6 a 8 um de
diametro. Una caracteristica importante es que todas las ramificaciones del micelio
parten del rizoide y las hifas practicamente no se ramifican. Presentan hifas a

manera de estolon, que conecta a dos rizoides (Bonifaz, 2012).

Rhizopus sp. Se encontro solo en el segundo cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), en
las fases de descomposicién enfisematoso y colicuativo. Con mayor porcentaje de

permanecia en el lomo (71.4 %).

35



Figura 15.- Mucor sp. A) Anverso y Reverso de la placa de Petri; B) Tincion con azul de algodén
(400x).

Figura 16.- Rhizopus sp. A) Anverso y reverso de la placa de Petri; B) Tincion con KOH.
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REINO: Fungi

PHYLUM: Ascomycota
CLASE: Dothideomycetes
ORDEN: Pleosporales
FAMILIA: Pleosporaceae
GENERO: Bipolaris

ESPECIE: Bipolaris sp.

El género Bipolaris presenta tamafio ilimitado, cubriendo todo el medio de cultivo.
Al inicio present6 un color blanco a manera de velo con tonalidades oscuras, para
luego cambiar a un color gris-negro. Son planas y aterciopeladas. En el reverso de
la placa de Petri, se observé pigmentacion oscura que se difundia en el medio de
cultivo (Bonifaz, 2012).

En la observacion al microscopio se visualizd conidios largos y grandes a manera
de fusoides, es decir, se estrechan gradualmente. Los conidios germinan sélo a
partir de las células finales (germinacién bipolar). Los tubos germinales se
desarrollan aproximadamente a lo largo de la linea del eje del conidio (Pitt y
Hocking, 2009).

Bipolaris sp. Se encontré solo en el primer cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), en
las fases de descomposicidén colicuativo y esquelético. Con mayor porcentaje de
permanecia en el lomo (42.9 %).
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REINO: Fungi

PHYLUM: Ascomycota
CLASE: Sordariomycetes
ORDEN: Hypocreales
FAMILIA: Nectriaceae
GENERO: Fusarium

ESPECIE: Fusarium sp.

El género Fusarium presenta un crecimiento ilimitado, cuyo micelio es filamentoso-
hialino. En la placa de Petri se observé colonias de aspecto velloso, seco, planas,
de color blanco o blanco amarillento. Existiendo especies que generan

pigmentacién violeta o naranja, los cuales se difunden en el medio (Bonifaz, 2012).

Un caracter importante observado al microscopio son los conidios fusiformes a
manera de media luna y la produccion de septos (Pitt y Hocking, 2009). Presentan
macroconidios (8-10 um de largo por 2-4 um de ancho) y microconidios (2-5 pm).

Ambos nacen directamente de los conidioforos (Bonifaz, 2012).

Fusarium sp. Se encontrd solo en el primer cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), en
las fases de descomposicion enfisematoso y colicuativo. Con mayor porcentaje de

permanecia en el lomo (28.6 %) y ano (28.6 %).
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Figura 18.- Fusarium sp. A) Anverso y Reverso de la placa de Petri; B) Tincién con azul de
algoddén (400x).
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4.1.2 Hongos levaduriformes aislados e identificados de la
descomposicion cadavérica de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en

condiciones de campo.

REINO: Fungi

CLASE: Ascomycetes
ORDEN: Saccharomycetales
FAMILIA: Saccharomycetes
GENERO: Candida

ESPECIES: Candida sp, C. albicans, C. tropicalis

Las colonias de Candida presentaron color blanco amarillentas, cremoso, pastoso
y viscosas; de superficie y de bordes lisos, no produjeron pigmentos meléanicos.
Presentaron forma ovoide, aunque esta puede variar segun la especie: Globosa,
eliptica, cilindricas y triangulares (Bonifaz, 2012). Crecieron rapidamente en los

medios empleados en un lapso de 24 — 48 horas.

Figura 19.- Candida sp. A) Cultivo puro de Candida sp; B) Tincion de Gram (400x).
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La especie C. albicans es un hongo dimoérfico, es decir se desarrolla de forma
distinta dependiendo de la temperatura, como levadura a 37 °C y como hongo
filamentoso a temperatura ambiente. Esta levadura estd formada por células
redondas u ovales de 3.8 x 2.7 um de diametro. En medios especificos pueden
generar a partir del pseudomicelio clamidosporas con estructuras terminales o

intercalares de 10 y 12 ym de diametro. En suero humano o de conejo, se

estimulan formando un filamento largo (Bonifaz, 2012).

Figura 20.- Candida albicans. A) Tincién de Gram (400x); B) Tubo germinal (400x); C) Formacién
de clamidosporas (400x).
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C. tropicalis se encontrd solo en el primer cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), en los
estados de descomposicion fresco, enfisematoso, colicuativo y esquelético. Con

mayor porcentaje de permanencia en el lomo (71.4%).

Tanto C. albicans como C. tropicalis, presentaron reaccion positiva a glucosa,
sacarosa, maltosa y galactosa y reaccionando negativamente frente a lactosa y

rafinosa.

Figura 21.- C. tropicalis. A) Tincion de Gram (400x); B) Fermentacion de carbohidratos.
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REINO: Fungi

PHYLUM: Basidiomycota
CLASE: Urediniomycetes
ORDEN: Sporodiales
FAMILIA: Sporidiobolaceae
GENERO: Rhodotorula

ESPECIE: Rhodotorula sp

Las colonias del género Rhodotorula presentaron un tamafio limitado, en un
tiempo de 4 dias el tamafio alcanzado fue de 2 a 3 cm. Sus colonias tienen
aspecto cremoso o rugoso, brillante y de superficie lisa, presentando en ocasiones
surcos o pliegues. El color caracteristico fue rojo-anaranjado muy intenso que no
difunde el medio (Bonifaz, 2012).

Micelio pigmentado con células redondas u ovales, presentan en excepcionales

ocasiones pseudohifas (Bonifaz, 2012).

Rhodotorula sp. Se encontré en ambos cadaveres de Sus scrofa L. (cerdo), en las
fases de descomposicion enfisematoso y colicuativo. Con mayor porcentaje de
permanecia en el lomo del segundo cerdo (42.9 %) y en el ano del primer cerdo
(42.9 %).
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Figura 22.- Rhodotorula sp. A) Anverso de la placa de Petri; B) Reverso de la placa de Petri;
C) Tincion con nigrosina (400x).
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4.2 Relacion de hongos identificados durante las fases de descomposicion
cadavérica de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en condiciones de

campo, con el establecimiento del intervalo post mortem.

Los hongos identificados segun lugar de aislamiento y dia de muestreo se
observan en las tablas siguientes, considerandose como presente en el lugar, el
namero 1 y como ausente en el lugar, 0. Asi en el caso de la boca para el primer
cerdo (Tabla 2) el mayor porcentaje de presencia lo obtuvieron Candida albicans y
C. tropicalis con un 57.1%, seguido de Candida sp, Penicillium sp y Aspergillus sp
con un 42.9%. Rhodotorula sp, Mucor sp y Fusarium sp no estuvieron presentes
durante el periodo de estudio. Con respecto al segundo cerdo (Tabla 3) el mayor
porcentaje de presencia lo obtuvieron Candida sp, C. albicans, Penicillium sp y
Aspergillus sp con un 42.9%, seguido de Rhodotorula sp y Mucor sp con un
28.6%.

Tabla 2.- Ausencia y presencia de hongos en la boca del primer cadaver de Sus

scrofa L. (cerdo), durante el periodo de estudio.

Dias
Especies 1 5 10 15 20 30 40 % _
ocurrencia

Candida sp 0 0 1 1 0 1 0 42.9
C. albicans 0 1 1 0 1 1 0 57.1
C. tropicalis 0 1 0 1 1 1 0 57.1
Rhodotorula sp 0 0 0 0 0 0 0 0
Penicillium sp 0 1 1 1 0 0 0 42.9
Aspergillus sp 0 0 1 1 1 0 0 42.9
Bipolaris sp 0 0 0 0 0 0 1 14.2
Mucor sp 0 0 0 0 0 0 0 0
Fusarium 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabla 3.- Ausencia y presencia de hongos en la boca del segundo cadaver de Sus

scrofa L. (cerdo), durante el periodo de estudio.

Dias
Especies 1 5 10 15 20 30 40 %
ocurrencia

Candida sp 0 1 0 1 1 0 0 42.9
C. albicans 0 0 1 1 0 1 0 42.9
Rhodotorula sp 0 0 1 0 1 0 0 28.6
Penicillium sp 0 1 0 1 1 0 0 42.9
Aspergillus sp 0 0 1 1 0 1 0 42.9
Mucor sp 0 0 0 1 0 0 1 28.6
Rhizopus sp. 0 1 0 0 0 0 0 14.2

Para el lomo del primer cerdo (Tabla 4) el mayor porcentaje de presencia lo obtuvo
Aspergillus sp con un 100%, seguido de Candida sp con un 85.7%. Con respecto al
segundo cerdo (Tabla 5) el mayor porcentaje de presencia lo obtuvieron Candida sp,
Penicillium sp y Aspergillus sp con un 85.7%, seguido de Mucor sp y Rhodotorula sp

con un 71.4%.

Tabla 4.- Ausencia y presencia de hongos en el lomo del primer cadaver de Sus
scrofa L. (cerdo), durante el periodo de estudio.

Dias
Especies 1 5 10 15 20 30 40 %
ocurrencia

Candida sp 1 1 1 0 1 1 1 85.7
C. albicans 0 1 1 1 1 0 0 57.1
C. tropicalis 0 0 1 1 1 1 1 71.4
Rhodotorula sp 0 1 0 1 0 0 0 5

Penicillium sp 0 0 1 1 0 1 1 57.1
Aspergillus sp 1 1 1 1 1 1 1 100
Bipolaris sp 0 0 0 1 0 1 1 42.9
Mucor sp 0 1 1 1 1 0 0 57.1
Fusarium 0 1 1 0 0 0 0 28.6

46



Tabla 5.- Ausencia y presencia de hongos en el lomo del segundo cadaver de Sus

scrofa L. (cerdo), durante el periodo de estudio.

Dias
Especies 1 5 10 15 20 30 40 % _
ocurrencia
Candida sp 0 1 1 1 1 1 1 85.7
C. albicans 0 0 1 1 1 1 0 57.1
Rhodotorula sp 0 0 1 1 1 0 0 42.9
Penicillium sp 0 1 1 1 1 1 1 85.7
Aspergillus sp 0 1 1 1 1 1 1 85.7
Mucor sp 0 0 1 1 1 1 1 71.4
Rhizopus sp. 0 1 1 1 1 1 0 71.4

Para el ano del primer cerdo (Tabla 6) el mayor porcentaje de presencia lo obtuvo
Candida sp con un 100%, seguido de Candida tropicalis y Aspergillus sp con un
57.1%. Con respecto al segundo cerdo (Tabla 7) el mayor porcentaje de presencia
lo obtuvieron Candida sp y Aspergillus sp con un 57.1%, seguido de C. albicans,
Penicillium sp, Mucor sp y Rhizopus sp con un 28.6%.

Tabla 6.- Ausencia y presencia de hongos en el ano del primer cadaver de Sus

scrofa L. (cerdo), durante el periodo de estudio.

Dias
Especies 1 5 10 15 20 30 40 % _
ocurrencia
Candida sp 1 1 1 1 1 1 1 100
C. albicans 0 0 0 1 0 1 0 28.6
C. tropicalis 1 1 1 1 0 0 0 57.1
Rhodotorula sp 0 1 1 1 0 0 0 42.9
Penicillium sp 0 1 0 1 1 0 0 42.9
Aspergillus sp 0 1 1 1 0 1 0 57.1
Bipolaris sp 0 0 0 1 0 0 0 14.2
Mucor sp 0 0 1 0 1 0 0 28.6
Fusarium 0 1 1 0 0 0 0 28.6
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Tabla 7.- Ausencia y presencia de hongos en el ano del segundo cadaver de Sus

scrofa L. (cerdo), durante el periodo de estudio.

Dias
Especies 1 5 10 15 20 30 40 % _
ocurrencia
Candida sp 1 1 1 0 1 0 0 57.1
C. albicans 0 0 0 1 1 0 0 28.6
Rhodotorula sp 0 0 0 1 0 0 0 14.2
Penicillium sp 0 0 1 0 0 1 0 28.6
Aspergillus sp 0 1 1 1 1 0 0 57.1
Mucor sp 0 0 1 0 1 0 0 28.6
Rhizopus sp. 0 0 1 0 1 0 0 28.6

En base a las tablas anteriores se logré determinar que el mayor porcentaje de
presencia fungica para ambos cadaveres de Sus scrofa L. (cerdo), fue Candida sp
con 76.2% para el primer cerdo y 61.9% para el segundo cerdo, Penicillium sp con
47.6% para el primer cerdo y 52.4% para el segundo cerdo y por ultimo Aspergillus
sp con 66.7% para el primer cerdo y 61.9% para el segundo cerdo (Figura 23).
Asi mismo, se logré establecer que de la parte del cuerpo con mayor porcentaje
de presencia fungica para ambos cadaveres fue el lomo con 52.9% para el primer

cerdo y 50% para el segundo cerdo (Figura 24).
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Figura 23.- Presencia de especies fungicas en Sus scrofa L. (cerdo), durante el periodo de estudio.
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Figura 24.- Presencia de especies fungicas segun lugar de aislamiento en Sus scrofa L. (cerdo)
durante el periodo de estudio.
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El indice de Similaridad de Jaccard (IS;) evidencia el grado de similitud entre las
especies identificadas en cada parte del cadaver (boca, lomo y ano), (Anexo 7).
Lograndose registrar para la boca del primer cerdo el valor mas alto de 0.600, se
alcanzo entre C. tropicalis y C. albicans. Siendo para el segundo cerdo los valores
mas altos de 1.000, se alcanzaron entre Penicillium sp — Candida sp y Aspergillus
sp — C. albicans. Para el lomo del primer cerdo el valor mas alto de 1.000, se
alcanzé entre Mucor sp y C. albicans. Siendo para el segundo cerdo los valores
mas altos de 1.000, se alcanzaron entre Candida sp - Penicillium sp, Candida sp -
Aspergillus sp y Penicillium sp - Aspergillus sp. Para el ano del primer cerdo el
valor mas alto de 0.750, se alcanzO entre Rhodotorula sp — C. tropicalis y
Rhodotorula sp — Aspergillus sp. En tanto que para el segundo cerdo los valores

mas altos de 1.000, se alcanzé entre Rhizopus sp y Mucor sp.

El Dendrograma de Similaridad entre especies mostré una alta Similaridad para la
boca del segundo cerdo (Figura 25), entre las especies Penicillium sp — Candida
sp y Aspergillus sp — C. albicans con valor que da exactamente igual a uno, es
decir 100%. Para el lomo del primer cerdo (Figura 26), mostré una Similaridad de
100% entre las especies Mucor sp y C. albicans. Para el lomo del segundo cerdo
(Figura 27), mostré una Similaridad del00% entre las especies Candida sp —
Penicillium sp, Candida sp - Aspergillus sp y Penicillium sp - Aspergillus sp. Para
el ano del segundo cerdo (Figura 28), mostré una Similaridad de 100% para las
especies Rhizopus sp y Mucor sp. En cambio todas las demas presentaron

valores menores de Similaridad (Anexo 8).
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Figura 25.- Dendrograma de Similaridad en base al indice de Jaccard entre las especies flingicas
asociadas a la boca del segundo cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), durante el periodo

de estudio.
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Figura 26.- Dendrograma de Similaridad en base al indice de Jaccard entre las especies flngicas
asociadas al lomo del primer cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), durante el periodo de

estudio.
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Figura 27.- Dendrograma de Similaridad en base al indice de Jaccard entre las especies flingicas

asociadas al lomo del segundo cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), durante el periodo
de estudio.
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Figura 28.- Dendrograma de Similaridad en base al indice de Jaccard entre las especies flngicas

asociadas al ano del segundo cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), durante el periodo de
estudio.
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4.2.1 Hongos identificados de la descomposicion cadavérica de Sus

scrofa L. (cerdo), y su relacién con las fases de descomposicién.

Ademas de identificar los hongos presentes en cadaver de Sus scrofa L.

(cerdo), se realizd la caracterizacion de las diferentes fases de la

descomposicion cadavérica (Figura 29), y su relacién existente entre los

hongos encontrados (Tabla 8), siendo las siguientes:

a)

b)

Fase inicial o fresca:

Comenzd desde el momento de la muerte del animal y finalizé hasta la
aparicion de la mancha verde en el abdomen y los primeros inicios de la
hinchazén. No se percibié olores desagradables, la piel que estaba en
contacto con el suelo se volvié rojiza como producto de la lividez, en el
segundo cerdo esta lividez no fue muy marcada. La fase inicial para ambos

cadaveres durd aproximadamente 12 horas.

Fase cromatica, meta cromética o de coloracion:

Se inici6 después de las 12 horas del sacrificio, con la aparicién de la
mancha verde abdominal y tuvo una duracion de aproximadamente 1 dia.
En el primer cerdo la mancha verde se observd en la region
cecoapendicular (fosa iliaca) izquierda (Anexo 9), en tanto que en el
segundo cerdo esta mancha se evidencié en toda la parte abdominal.

Se observé Rigor mortis en las extremidades y presencia de algunas
especies de insectos que merodeaban al cadaver especialmente en la parte

anal y bucal.

Fase enfisematosa, gaseosa o de hinchazon:

La fase enfisematosa para el primer cerdo se evidencié a partir del 3° dia
hasta el 8'° dia, lo que trajo como consecuencia protrusion anal y expulsion
de excremento. En tanto que para el segundo cerdo se superpone al
anterior, dado que pasadas las 24 horas ya se observaba hinchazon en el

cadaver, con su consecuente rompimiento abdominal a partir del 5% dia.
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d)

El rompimiento abdominal se dio basicamente por el gran acumulo de
gases como producto de la fermentacion anaerdbica de los diversos

microorganismos digestivos.

Fase colicuativa, licuefaccién o putrefaccién negra:

Esta fase se caracteriza por la gran pérdida de masa corporal, La piel se va
desprendiendo, los tejidos y drganos internos se van descomponiendo
como producto de la actividad bacteriana, la piel de la cara se desprendi6
rapidamente y fue consumida por los insectos y sus larvas. Como
consecuencia de la hinchazén las asas intestinales se rompieron,

emanando al exterior su contenido, produciendo un olor nauseabundo.

En el primer cerdo se evidencio al 8'° dia, en tanto que para el segundo
cerdo tuvo lugar al 5° dia. Teniendo una duracién de aproximadamente 22
dias.

Fase Reductiva o de Esqueletizacion:

Las partes blandas con el tiempo fueron desapareciendo, quedando solo
algunos ligamentos y cartilagos que sostenian los huesos y articulaciones.
En el primer cerdo esta fase se evidencidé aproximadamente al dia 35, en
donde solo se veia algunos ligamentos vy tejidos fibrosos disecados. Los
huesos se separaron de sus articulaciones. En el segundo cerdo esta fase
tuvo su inicio a partir del dia 28 aproximadamente, en donde solo se
visualizaba la piel muy seca y dura de color negruzco con presencia de
pelos. Ya no se observd dipteros merodeando los cadaveres, pero si

existian algunas larvas y coledpteros en el interior de los cuerpos.
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Figura 29.- Fases de descomposicibn cadavérica: A) Fase fresca; B) Fase cromaética;

C) Fase enfisematosa; D) Fase colicuativa; E) Fase de esqueletizacion.
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La sucesion fungica en las diferentes fases de descomposicion y la relacion
existente entre las especies y el tiempo aproximado de duracion de cada fase
(Tabla 8), han permitido establecer que la fase de descomposicibn mas
prolongada ha sido el Colicuativo. Es importante sefialar que en la fase de
descomposicion cromatica no se realiz6 muestreo, esto por los dias pre

establecidos, siendo la fase cromética el segundo dia de descomposicion.

Tabla 8.- Sucesion de especies fungicas en relacion a las fases de
descomposicion cadaveérica de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en condiciones de

campo.

GENERO/ESPECIE FASE DE DESCOMPOSICION TIEMPO DE LA FASE

Aspergillus sp
Candida sp
C. tropicalis FRESCO 12 horas

No muestreado CROMATICO 1 dia

Candida sp

C. tropicalis

C. albicans
Rhodotorula sp
Penicillium sp ENFISEMATOSO 6 dias
Aspergillus sp

Mucor sp
Rhizopus sp
Fusarium sp

Candida sp

C. tropicalis

C. albicans
Rhodotorula sp
Penicillium sp COLICUATIVO 22 dias
Aspergillus sp

Bipolaris sp

Mucor sp
Rhizopus sp
Fusarium sp

Candida sp
C. tropicalis
Penicillium sp
Aspergillus sp ESQUELETIZACION 10 dias
Mucor sp
Bipolaris sp
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Establecida la sucesion fungica, se procedié a la elaboracion de un registro de
ausencia y presencia entre las especies identificadas en las diferentes fases de la
descomposicion cadaveérica (Tabla 9). Para luego en base a estos datos obtener el
indice de Similaridad de Jaccard (IS;) (Tabla 10), donde se aprecié que el indice
mas alto fue de 0.900 entre las fases enfisematoso y colicuativo; mientras que el
indice méas bajo fue de 0.300 y se dio entre las fases fresco y colicuativo.
Caso semejante ocurre con el Dendrograma de Similaridad de especies entre las
fases de descomposicion (Figura 30), donde se observa una alta Similaridad entre
las fases enfisematosa y colicuativa, con un valor igual a 0.900 (90%); en cambio,

todas las demas fases presentaron menores valores de Similaridad.

Tabla 9.- Ausencia y presencia de hongos en las fases de descomposicion

cadaveérica de Sus scrofa L. (cerdo) durante el periodo estudiado.

Especies/Fases Fresco Cromético Enfisematoso Colicuativo Esquelético

Candida sp 1 1 1 1
C. albicans 0 1 1 0
C. tropicalis 1 1 1 1
Rhodotorula sp 0 8 1 1 0
Penicillium sp 0 g 1 1 1
Aspergillus sp 1 § 1 1 1
Bipolaris sp 0 i 0 1 1
Mucor sp 0 < 1 1 1
Rhizopus sp 0 1 1 0
Fusarium sp 0 1 1 0
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Tabla 10.- indice de Similaridad de Jaccard (IS;) entre las especies fungicas
asociadas a las fases de descomposicién cadavérica de Sus scrofa L.

(cerdo), durante el periodo de estudio.

Similarity Matrix (Jaccard)

Fresco Enfisematoso Colicuativo Esquelético
Fresco 0.333 0.300 0.500
Enfisematoso 0.333 0.900 0.500
Colicuativo 0.300 0.900 0.600
Esquelético 0.500 0.500 0.600
Colicuativo
Enfisematoso
Esquelético
Fresco
1 | | | 0

Figura 30.- Dendrograma de Similaridad en base al indice de Jaccard entre las especies flngicas
asociadas a las fases de descomposicion cadavérica de Sus scrofa L. (cerdo), durante
el periodo de estudio.
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Al relacionar los diferentes tipos de hongos identificados con las temperaturas
registradas durante los dias muestreados la Figura 31 no demuestra seguir una
correlacion exacta o un patron constante en relacion a la temperatura. No obstante
en la figura 32 se puede observar que al aumentar la temperatura, aumenta también
la presencia fungica. No obstante para obtener resultados mas exactos, se requiere
mas investigaciones en distintos lugares del mundo, con diferentes condiciones

ambientales.

19 19.5 20 20.5 21 21.5 22

—@—Lomo —@—ano Boca

Figura 31.- Temperatura registrada durante la descomposicion del primer cadaver de Sus scrofa L.

(cerdo), durante el periodo de estudio.
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Figura 32.- Temperatura registrada durante la descomposicién del segundo cadaver de Sus scrofa

L. (cerdo), durante el periodo de estudio.

60



V. DISCUSION

En la presente investigacion sobre hongos en cadaveres de Sus scrofa L. (cerdo)
se logré identificar 10 tipos de hongos, de los cuales cuatro se encuentran
registradas por Burkhardt (2014), Candida tropicalis, Rhodotorula sp, Aspergillus
sp y Mucor sp. En lo que respecta al trabajo realizado por Sousa et al. (2013), solo
registré 2 especies para hongos filamentosos, Penicillium sp y Aspergillus flavus, y
3 especies de levaduras, Candida sp, C. albicans y Trichosporon. Siendo
Penicilium sp, Candida sp y C. albicans mencionadas también en esta

investigacion.

Debido a la escasa literatura existente sobre hongos en cadaveres humanos,
resulta un tanto dificil su comparacion y analisis, no obstante existen estudios en
donde se ha evaluado la presencia de estos hongos. Van de Voorde y Van Dijck
(1982), en base al estudio de los hongos Fusarium y Penicillium entre otros,
encontrados en la superficie corporal de un cadaver femenino, se logré estimar
que el tiempo de muerte se produjo 18 dias antes de que el cadaver sea
encontrado. En Japodn Ishii et al. (2006) identificé especies del género Aspergillus
e Hitosugi et al. (2006), logr6 identificar tanto Aspergillus como Penicillium, siendo
este Ultimo caso mas relevante, dado las circunstancias en las que se encontraba
el cadaver y por qué mediante el estudio de los hongos se logré establecer el

tiempo de muerte.

En otro estudio realizado por Sidrim et al. (2009), en varios cadaveres humanos
con diferentes estados de descomposicion, lograron identificar especies fangicas,
siendo las mas abundantes: Aspergillus, Penicillium y Candida. Coincidiendo con
la presente investigacion, en donde dichas especies fungicas también son las mas

abundantes.

Los hongos filamentosos identificados en este trabajo puede ser considerados
cosmopolitas, debido a que pululan en el aire y de esta manera pueden distribuirse
a diferentes lugares y colonizar diversos sustratos como cadaveres en

descomposicion. Ademas, otra causa que facilita el hallazgo de estos hongos en
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cadaveres en descomposicion, es que algunos de ellos son encontrados en
materia organica descompuesta como por ejemplo el género Mucor (Sidrim et al.
2009). Tal es asi que Marchiafava, 1974, citado por lllana, (2013) le considera

como el hongo responsable de la resorcién 6sea de huesos enterrados.

Se logro identificar al género Bipolaris en las fases de descomposicidon colicuativo
y esquelético. Resaltando que este hongo no es nombrado por otros autores en
investigaciones semejantes. No obstante es sabido que es un hongo ubicuo en el
suelo y materia vegetal, tiene distribucién cosmopolita. En el ser humano puede
colonizar heridas, piel o mucosas, se le ha descrito como agente causal de
sinusitis alérgicas, infeccion ocular, peritonitis en enfermos con didlisis peritoneal
ambulatoria, meningoencefalitis, endocarditis valvular y osteomielitis (Del Palacio
y Cuétara, 2008).

Hongos del género Fusarium son considerados oportunistas, causando muchas
infecciones al ser humano como la queratitis, onicomicosis, etc. Es ubicuo,
creciendo en un gran numero de sustratos y transportados facilmente por el aire y
la lluvia. Monzén y Rodriguez, (s.f), reportan que el aire logra diseminar sus
esporas hasta una distancia de 400 Km. Razon por la cual resulta facil su
presencia en la superficie corporal de cadaver de cerdo expuesto en condiciones

de campo.

En lo que respecta a las levaduras el género Candida comprende mas de 200
especies, existiendo en la naturaleza, en los vegetales, en el agua, en el suelo y
en todas partes en donde el sustrato sea propicio. Ademas la mayoria viven como
comensales en el tracto gastrointestinal, aparato reproductor y/o en la piel
(Ciudad, 2007).

El género Rhodotorula es considerado una levadura ambiental comin que se
encuentra en el aire, suelo, lagos, agua de los océanos vy fitoplancton. Colonizan
las plantas, seres humanos y a los animales (Liu, 2011), como se cita en
Burkhardt, (2014).
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Respecto a las fases de descomposicion cadavérica las que presentaron mayor
Similaridad fueron el enfisematoso y el colicuativo coincidiendo con Sidrim et al.
(2009), quien manifiesta que la fase gaseosa (enfisematosa) presenta mayor
cantidad de sustrato, por lo que la elevada presencia fungica resulta justificable en

esta fase debido al material organico disponible

En lo concerniente a los tres sitios de colecta, el lomo es el que ha presentado
mayor numero de especies flungicas seguido del ano y por el ultimo la boca.
Coincidiendo con lo reportado por Burkhardt (2014), quien manifiesta que al ser el
lomo(piel), un &rea relativamente extensa, resulta l6gico que exista mayor
presencia fungica, en tanto que para la boca y tal como se ha manifestado en esta
investigacién, se descompone rapidamente por lo que la cantidad fungica
existente es relativamente poca. La zona del ano es abundante en material
organico y su tiempo de descomposicion no es rapido por lo que resulta también

razonable la mayor presencia de hongos.

Cada fase de la descomposicion cadavérica presento caracteristicas propias, en
ese sentido, es importante sefialar que dichas fases fueron dificiles de establecer
de manera exacta. Al respecto autores como Gunn (2006) sefalan que muchas
veces estas fases se funden entre si tornandose dificil su individualizacion. Las 5
fases identificadas en la presente investigacion, sigue la clasificacién propuesta
por Rodriguez y Bass (1983), con la variante de la fase inicial o fresca, ya que
considero que aunque no existe aparentemente algin cambio visual en el cadaver,
los microorganismos descomponedores ya estan actuando en su interior a pocas

horas de producido el deceso.

El tiempo final de descomposicion para este estudio trabajando con un cerdo de
13 Kg fue pre establecido hasta el dia 40, llegando hasta la fase esquelética, por
lo que es posible su comparacion con otras investigaciones. Burkhardt (2014), en
su estudio realizado con un cerdo de 20 Kg, registr6 una descomposicion de 57
dias. En este caso, la diferencia de 7 Kg de peso entre los especimenes
estudiados pudo influir en el lento proceso de descomposicion y mas audn las

diferentes condiciones climaticas que envuelven a la ciudad de Lambayeque y
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Florianopolis. A nivel nacional lannacone (2000), realiz6 una investigacion en
Ventanilla-Callao, sobre entomofauna forense con un cerdo de 3 648g de peso,
reportando un tiempo de descomposicion de 87 dias. Siendo el espécimen en
estudio tan pequefio logro un tiempo de descomposicion tan amplio, esto quizas
como bien ha sefalado el autor, el tiempo final considerado fue hasta que la
carcasa entera sea consumida. Gines y Alcantara (2013), reportaron un tiempo de
duracién de 60 dias, trabajando con 3 especimenes de cerdo de 12 Kg de peso en
la ciudad de Lambayeque; esta diferencia de 20 dias podria deberse basicamente

al criterio pre-establecido como tiempo final en esta investigacion.

La fase inicial o fresca duro aproximadamente 12 horas, contrario a lo manifestado
por Burkhardt (2014) e Infante (2003), quienes establecen una duracion de un dia
(24 horas). Referente a los demas estados de descomposicion, lo mas resaltante
es que para el segundo cerdo estas fases tuvieron ligeros adelantos en
comparacion con el primer cerdo. Esto quizas por el aumento de la temperatura
que por esas fechas se presentaron, corroborando con lo manifestado por
Rodriguez y Bass (1983), quien dice que la temperatura es un factor importante en

la aceleracion de la descomposicion.

Los hongos al ser organismos vivos se ven influenciados por las condiciones
ambientales, siendo la humedad y la temperatura ademas de las condiciones de
PH y luminosidad las que contribuyen a su dinamica de division y poblacion
(Murray et al., 1990). No obstante, al analizar los datos de temperatura y la
presencia de especies fungicas para ambos cerdos, no se muestra una correlacion
exacta entre aumento o disminucion de temperatura y aumento o disminucién de
especies fungicas. Esto quizas porque ademas de ser influenciados por las
condiciones ambientales, la cantidad de sustrato es un componente importante;
dado que no solo compiten entre ellos por el alimento sino que también con la
entomofauna existente. Otro factor interesante a tener en cuenta es el criterio
dado por el investigador ya que puede considerar como tiempo final la presencia
de esqueleto. Siendo este ultimo punto importante, ya que dicho esqueleto puede

perdurar mucho mas tiempo hasta su pulverizacion total.
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VI. CONCLUSIONES

1. Los hongos presentes en cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en
condiciones de campo; estuvo constituido por 6 hongos filamentosos
(Penicillium sp, Aspergillus sp, Bipolaris sp, Mucor sp, Rhizopus sp y
Fusarium sp) y 4 levaduriformes (Candida sp, C. albicans, C. tropicalis y

Rhodotorula sp).

2. Los hongos que presentaron mayor porcentaje de presencia fueron
Candida sp, Penicillium sp y Aspergillus sp. Con valores de 76.2%, 47.6% y
66.7% respectivamente para el primer cerdo y valores de 61.9%, 52.4% y

61.9% respectivamente para el segundo cerdo.

3. Se establecio una alta Similaridad de presencia fuangica entre las fases de
descomposicion enfisematoso y colicuativo, Siendo este dltimo el que
presentd una mayor duracion (22 dias).
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Vil.  RECOMENDACIONES

1. Realizar la toma de muestras en dias consecutivos y en diferentes partes del
cadaver de Sus scrofa L. (cerdo) con la finalidad de poder encontrar un

mayor numero de especies fungicas.

2. Investigar la presencia de hongos en muestras cadavéricas en las

diferentes estaciones del afio y en diversos lugares del Peru.

3. Realizar investigaciones usando métodos moleculares para la identificacion

de hongos en muestras cadavéricas.

4. Los resultados presentados resultan un importante aporte, pero se requiere
mMA&s investigaciones para poder contar con base de datos de comparacion
de la sucesién micolégica que puedan servir de referencia y facilitar

investigaciones futuras en el campo de la micologia forense.
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ANEXO 1.

IX.

ANEXOS

REGISTRO DE TEMPERATURA Y HUMEDAD RELATIVA

DATOS METEOROLOGICOS

DIAS DE MUESTREO TEMPERATURA °C HUMEDAD %
Primer cerdo Max. Min. X |7am |13pm|19pm| X
1 19/10/2016 24.0 18.0 21.0 | 88 50 83 | 73.7
5 23/10/2016 24.0 17.0 20.5 | 83 48 70 67
10 28/10/2016 24.0 16.0 20.0 | 89 49 74 | 70.7
15 2/11/2016 24.0 15.0 195 | 90 49 73 | 70.7
20 7/11/2016 25.0 16.0 205 | 78 48 78 68
30 17/11/2016 24.0 17.0 20.5 85 52 75 70.7
40 27/11/2016 25.0 18.0 215 | 80 48 85 71
DATOS METEOROLOGICOS
DIAS DE MUESTREO TEMPERATURA °C HUMEDAD %
Segundo cerdo Max. Min. X |7am|13pm|[19pm| X
1 12/1/2017 28.0 19.0 |235| 88 52 62 | 67.3
5 16/1/2017 30.0 200 |25.0| 81 45 75 67
10 21/1/2017 30.0 220 |275| 90 55 83 76
15 26/1/2017 29.0 220 |255| 84 48 65 | 65.7
20 31/1/2017 30.0 23.0 |[265| 79 53 76 | 69.3
30 10/2/2017 31.0 240 275 | 77 51 62 | 63.3
40 20/2/2017 31.0 23.0 |[27.0| 79 40 70 63

FUENTE: Estacion Meteoroldgica de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo-

Lambayeque.
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ANEXO 2.
MEDIOS DE CULTIVO

a) Agar Sabouraud con adicién de cloranfenicol.

Composicion g/ml
Peptona bacteriol6gica 1049
Dextrosa 2049
Agar bacteriolégico 209
Solucién de cloranfenicol 10 ml
Agua destilada g. s. p 1000 ml

Se disuelve 0.05 g de cloranfenicol en 10 ml de alcohol etilico. Se pesa el resto de
componentes y se disuelve en agua destilada. Luego se adiciona la solucion de

cloranfenicol. Llevar a autoclavar a 121 °C por un lapso de 15 min.

b) Agar papa dextrosa (PDA) con adicién de cloranfenicol.

Composicién g/ml
Infusién de papas 500 ml
Dextrosa 10g
Agar bacteriolégico 159
Agua destilada g. s. p 1000 ml

Se disuelve 0.05 g de cloranfenicol en 10 ml de alcohol etilico. Se hierve 250 g de
papa previamente peladas y picadas en 500 ml de agua destilada por el lapso de
20 min. Luego se filtra a través de una gasa en un vaso de precipitacion, restituir el
volumen inicial de agua (500 ml). Aumentar los 500ml restantes para el litro
deseado, luego adicionar la dextrosa, el agar bacteriolégico y finalmente la

solucion de cloranfenicol. Se lleva a autoclavar el medio por 15 min a 121 °C.
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c) Agar harina de maiz

Composicion

Harina de maiz 20 g
Agar 109
Tween 80 Sml
Agua destilada 500 ml

Procedimiento: se disuelve la harina de maiz en el agua destilada, se deja reposar
a temperatura ambiente por un tiempo de 15min, luego se filtra a través de papel
filtro y se restablece en volumen anterior, se afiade el agar y el tween 80. Para

finalizar se lleva al autoclave a 121 °C durante 20 min.

Una vez obtenido el agar, este se siembra en placas, para luego realizar tres
cortes paralelos, se coloca una laminilla sobre el agar, cubriendo parte de las
estrias de siembra. Se lleva a incubar a 37° C por un periodo de 24 a 48 horas y
luego, después de transcurrido el tiempo se observa al microscopio con obijetivo

de 10x luego de 40x.
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ANEXO 3.
TINCIONES

Se utilizan colorantes para tefiir las células y aumentar su contraste, de modo que
se puedan observar con facilidad en el microscopio de campo claro. Para poder
observar la estructura de los hongos filamentosos se utilizé la tincion con azul de
lactofenol e KOH. En tanto que para la tincion de levaduras se utilizo la técnica de

Gram.

% Tincién con azul de algodon:
Cada componente del azul de algoddn tiene una funcién especifica: el fenol
mata al hongo y flora acompafiante, el &cido lactico aclara y preserva las
estructuras fungicas, la glicerina ayuda a que no se seque y por ultimo el

azul colorea la queratina del hongo.

Composicién g/ml
Cristales de fenol 20
Azul de algodén 0,05
Acido lactico 20
Glicerol 40
Agua destilada 20

Procedimiento: Agregue el acido lactico y el glicerol al agua, mezcle
fuertemente. Adicione los cristales de fenol y agite. Caliente suavemente
con agitacion constante. Finalmente, agregue azul de algodén y mezcle

fuertemente.
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« Tincion con KOH

Esta tincion nos permite aclarar los pigmentos del hongo, disolver la

queratina y separar las células fungicas sin alterar su morfologia.

Composicion g/ml
Hidréxido de potasio 10
Agua destilada 100

Procedimiento: se mezcla los componentes hasta disolver el KOH. Luego

se guarda a temperatura ambiente, preferentemente en frasco color ambar.
% Tincién de Gram
Procedimiento:

» En una ldmina portaobjeto colocar una porcion de la muestra y realizar
el frotis.

= Cubrir el frotis con violeta de genciana, dejar actuar por 3 minutos.

= Lavar a chorro de agua y luego cubrir con lugol dejando actuar por un
minuto.

= Lavar a chorro de agua y decolorar con alcohol acetona.

= Lavar y agregar la safranina dejando actuar por un lapso de 30 a 60
segundos.

= Lavar a chorro de agua y dejar secar.

= Observar al microscopio con objetivo de inmersion.

¢ Tincién con nigrosina
La tincion con nigrosina, permite observar células levaduriformes
capsuladas. Los polisacéaridos capsulares rechazan la nigrosina y la capsula

aparece como una especie de halo claro alrededor de los microorganismos.
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ANEXO 4.

MICROCULTIVO

Procedimiento:

v

Se cortd con una hoja de bisturi estéril y caliente la placa con medio de

Sabouraud, cuadraditos de 1 cm de lado y 3 mm de espesor.

Con la hoja de bisturi se coloc6 el cuadradito en un portaobjeto, el cual se
pondra sobre una varilla de vidrio doblada en forma de “V” en una caja de

Petri (previamente esterilizada).

Se tomé con el asa micoldgica el hongo seleccionado y se inoculé mediante

picadura en las cuatro esquinas y en el centro del bloque de agar.

Se coloco el cubreobjetos sobre el bloque de agar Sabouraud y se aplicé

una ligera presion para que se adhiera al medio.

A la placa de Petri se verti6 2ml de agua estéril para proporcionar una
adecuada humedad evitando que se deseque el medio de cultivo. Luego se
llevé a incubar a 28° C durante 48 h.

Cuando el crecimiento fungico sobre el blogue fue evidente, se recogio el
cubreobjetos con una pinza estéril y se colocé sobre un portaobjetos donde
previamente se ha colocado una gota de azul de lactofenol y se observo al

microscopio.
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ANEXO 5.

TUBO GERMINAL O FILAMENTO PRECOZ.

Procedimiento:

v' Se emulsioné una porcién de la colonia aislada en 0,5 ml de suero humano.
v' Se llevé a Incubar a 37 °C durante 3 h.

v' Luego de trascurrido el tiempo se deposité una gota de la emulsién sobre
un portaobjeto limpio y desengrasado, se cubrié con laminilla y se observo

al microscopio con objetivo de 40x.
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ANEXO 6.

PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA IDENTIFICAR ESPECIES DE Candida DE
IMPORTANCIA CLINICA

ESPECIES TG | CHL| HF| PH| FP | LEV | GLU| LAC | SAC | MAL | GAL| RAF
C.albicans + + | +| +]| + + + - + + + 5
C.krusei - - - +| + + + - = A = A
C.tropicalis - o | =l d] @l & | & - + + + -
C.glabrata - - - | - - + + . - . - .
C.parapsi?osis - - - +| - & “ - + 5
C.kefyr +

ABREVIATURAS

TG: TUBO GERMINATIVO CHL: CLAMIDOSPORA
HF: HIFA PH: PSEUDOHIFA

FP: FORMACION DE PELICULA LEV: LEVADURA
GLU: GLUCOSA LAC: LACTOSA

SAC: SACAROSA MAL: MALTOSA

GAL: GALACTOSA RAF: RAFINOSA

FUENTE: Ministerio de salud, 1997.
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ANEXO 7.

Valores del indice de Similaridad de Jaccard (IS;) entre especies fangicas

asociadas a la boca del primer y segundo cadaver de Sus scrofa L. (cerdo),

expuestos en condiciones de campo.

Primer cerdo.

Similarity Matrix (Jaccard)

Candida sp C. albicans C. tropicalis  Rhodotorula sp  Penicillium sp Aspergillus sp
Candida sp 0.400 0.400 0.000 0.500 0.500
C. albicans 0.400 0.600 0.000 0.400 0.400
C. tropicalis 0.400 0.600 0.000 0.400 0.400
Rhodotorula sp  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Penicillium sp 0.500 0.400 0.400 0.000 0.500
Aspergillus sp 0.500 0.400 0.400 0.000 0.500

Segundo cerdo.

Similarity Matrix (Jaccard)

Candida sp C. albicans Rhodotorula sp Penicillium sp Aspergillus sp  Mucor sp Rhizopus sp.

Candida sp 0.200 0.250 1.000 0.200 0.250 0.333
C. albicans 0.200 0.250 0.200 1.000 0.250 0.000
Rhodotorula sp 0.250 0.250 0.250 0.250 0.000 0.000
Penicillium sp 1.000 0.200 0.250 0.200 0.250 0.333
Aspergillus sp 0.200 1.000 0.250 0.200 0.250 0.000
Mucor sp 0.250 0.250 0.000 0.250 0.250 0.000
Rhizopus sp. 0.333 0.000 0.000 0.333 0.000 0.000
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Valores del indice de Similaridad de Jaccard (IS;) entre especies fungicas asociadas al lomo del primer y segundo

cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en condiciones de campo.

Primer cerdo.

Similarity Matrix (Jaccard)

Candida sp  C. albicans C. tropicalis  Rhodotorula sp  Penicillium sp  Aspergillus sp  Bipolaris sp Mucor sp Fusarium
Candida sp 0.429 0.571 0.143 0.429 0.857 0.286 0.429 0.333
C. albicans 0.429 0.500 0.500 0.333 0.571 0.167 1.000 0.500
C. tropicalis 0.571 0.500 0.167 0.800 0.714 0.600 0.500 0.167
Rhodotorula sp 0.143 0.500 0.167 0.200 0.286 0.250 0.500 0.333
Penicillium sp 0.429 0.333 0.800 0.200 0.571 0.750 0.333 0.200
Aspergillus sp 0.857 0.571 0.714 0.286 0.571 0.429 0.571 0.286
Bipolaris sp 0.286 0.167 0.600 0.250 0.750 0.429 0.167 0.000
Mucor sp 0.429 1.000 0.500 0.500 0.333 0.571 0.167 0.500
Fusarium 0.333 0.500 0.167 0.333 0.200 0.286 0.000 0.500
Segundo cerdo.
Similarity Matrix (Jaccard)
Candida sp C. albicans Rhodotorula sp Penicillium sp Aspergillus sp Mucor sp Rhizopus sp.
Candida sp 0.667 0.500 1.000 1.000 0.833 0.833
C. albicans 0.667 0.750 0.667 0.667 0.800 0.800
Rhodotorula sp 0.500 0.750 0.500 0.500 0.600 0.600
Penicillium sp 1.000 0.667 0.500 1.000 0.833 0.833
Aspergillus sp 1.000 0.667 0.500 1.000 0.833 0.833
Mucor sp 0.833 0.800 0.600 0.833 0.833 0.667
Rhizopus sp. 0.833 0.800 0.600 0.833 0.833 0.667
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Valores del indice de Similaridad de Jaccard (IS;) entre especies fungicas asociadas al ano del primer y segundo cadaver

de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en condiciones de campo.

Primer cerdo

Similarity Matrix

(Jaccard)

Candida sp C. albicans C. tropicalis Rhodotorula sp Penicillium sp Aspergillus sp  Bipolaris sp Mucor sp Fusarium
Candida sp 0.286 0.571 0.429 0.429 0.571 0.143 0.286 0.286
C. albicans 0.286 0.200 0.250 0.250 0.500 0.500 0.000 0.000
C. tropicalis 0.571 0.200 0.750 0.400 0.600 0.250 0.200 0.500
Rhodotorula sp 0.429 0.250 0.750 0.500 0.750 0.333 0.250 0.667
Penicillium sp 0.429 0.250 0.400 0.500 0.400 0.333 0.250 0.250
Aspergillus sp 0.571 0.500 0.600 0.750 0.400 0.250 0.200 0.500
Bipolaris sp 0.143 0.500 0.250 0.333 0.333 0.250 0.000 0.000
Mucor sp 0.286 0.000 0.200 0.250 0.250 0.200 0.000 0.333
Fusarium 0.286 0.000 0.500 0.667 0.250 0.500 0.000 0.333
Segundo cerdo.
Similarity Matrix (Jaccard)
Candida sp C. albicans Rhodotorula sp Penicillium sp Aspergillus sp Mucor sp Rhizopus sp.
Candida sp 0.200 0.000 0.200 0.600 0.500 0.500
C. albicans 0.200 0.500 0.000 0.500 0.333 0.333
Rhodotorula sp 0.000 0.500 0.000 0.250 0.000 0.000
Penicillium sp 0.200 0.000 0.000 0.200 0.333 0.333
Aspergillus sp 0.600 0.500 0.250 0.200 0.500 0.500
Mucor sp 0.500 0.333 0.000 0.333 0.500 1.000
Rhizopus sp. 0.500 0.333 0.000 0.333 0.500 1.000
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ANEXO 8.

Dendrograma de Similaridad entre las especies fungicas asociadas a la boca para el

primer cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en condiciones de campo.

Penicillium sp

candida sp

Aspergillus sp

C. tropicalis

C. albicans

Rhodotorula sp

Dendrograma de Similaridad entre las especies fungicas asociadas al lomo para el

segundo cadaver de Sus scrofa L. (cerdo), expuestos en condiciones de campo.

Rhodotorula sp

C. tropicalis

Aspergillus sp

Fusarium

candida sp

Penicillium sp

Bipolaris sp

C. albicans

Mucor sp
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ANEXO 9.

Mancha verde abdominal en el primer cerdo, presentandose en la parte

cecoapendicular izquierda. Dia 2.
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