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Resumen

El uso masivo y desregulado de los antibiéticos ha contribuido al desarrollo
de mecanismos de resistencia bacteriana, lo cual representa una grave
amenaza mundial de creciente preocupacion en salud publica, por esta
razén, la busqueda de nuevas alternativas constituye una prioridad y un reto
para la comunidad cientifica. Las propiedades antimicrobianas de las
excreciones y secreciones (ES) larvales derivadas de moscas necréfagas de
la familia Calliphoridae podrian ser una fuente promisoria para estos
propoésitos. El objetivo del presente estudio fue comparar la actividad
antimicrobiana de las ES nativas, ES>10 kDa y las ES<10 kDa, derivadas de
Calliphora vicina y Sarconesiopsis magellanica, para esto, se realizé un
ensayo de turbidimetria en placa de 96 pozos y se determind la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de las ES<10 kDa. Los resultados
mostraron que las ESn y las ES<10 kDa tanto de C. vicina como de S.



magellanica evidenciaron potente actividad antibacterial contra 3 cepas de
Staphylococcus aureus y 4 bacterias Gram negativas, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Serratia marcescens,
siendo las ES <10kDa més efectivas que las ESn en las dos especies de
moscas evaluadas. Ademas, las ES < 10kDa presentaron la misma
efectividad, excepto cuando se evaluaron en el ensayo de CMI, en donde se
observo que las ES < 10kDa de S. magellanica fueron més potentes en todas
las bacterias evaluadas excepto en la cepa de S. aureus ATCC 25923. Estos
resultados representan, potencialmente, una fuente importante para el
aislamiento y caracterizacion de agentes anti-infecciosos y también, podrian
constituirse hacia el futuro préximo en farmacos.

Palabras clave. Calliphora vicina, Sarconesiopsis magellanica, excreciones
y secreciones larvales, actividad antibacterial.

Abstract

The massive and deregulated use of antibiotics has contributed to the
development of mechanisms of bacterial resistance, which represents a
serious global threat of growing public health concern, for this reason, the
search for new alternatives is a priority and a challenge for the community.
scientific. The antimicrobial properties of larval excretions and secretions (ES)
derived from ghoul flies of the Calliphoridae family potentially form a
promising source for these purposes. The objective of the present study was
to compare the antimicrobial activity of native ES, ES> 10 kDa and ES <10
kDa, derived from Calliphora vicina and Sarconesiopsis magellanica, for this,
a 96-well plate turbidimetry test was performed and determined the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) of the ES <10 kDa. The results showed that
ESn and ES <10 kDa of both C. vicina and S. magellanica showed potent
antibacterial activity against 3 Staphylococcus aureus strains and 4 Gram
negative bacteria, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
Pneumoniae and Serratia marcescens, the ES <10kDa being more effective
than the ESn in the two species of flies evaluated. Furthermore, ES <10kDa
had the same effectiveness, except when evaluated in the CMI trial, where it
was observed that ES <10kDa from S. magellanica were more potent in all
bacteria evaluated except for S. aureus ATCC 25923. These results
represent, potentially, an important source for the isolation and
characterization of anti-infective agents and could also constitute drugs in the
near future.

Keywords. Calliphora vicina, Sarconesiopsis magellanica, larval Excretions
and Secretions and antibacterial activity.



INTRODUCCION

La familia Calliphoridae esta constituida por moscas caliptradas y en todo el
mundo hay alrededor de 1.000 especies, de las cuales solo 126 se
encuentran en el Neotropico (Pape, Wolff, & Amat, 2004). C. vicina es una
mosca sinantropica (Lopez-Cepeda & Fagua, 2015), que hace parte de esta
familia, la cual se ha reportado en paises como Argentina, Uruguay, Brasil,
Chile, Cuba, Panama y Colombia (Aak, Birkemoe, & Leinaas, 2011; Amat,
Vélez, & Wolff, 2008; Kosmann, Mello, Harterreiten-Souza, & Pujol-Luz,
2013); en este ultimo, se ha registrado en los departamentos de Casanare,
Tolima, Santander, Caldas, Valle del Cauca, Meta y Cundinarmarca,
especificamente en la Sabana de Bogota, en zonas ubicadas a 2500 metros
sobre el nivel del mar (m. s. n. m) (Camacho, 2005). S. magellanica es otra
especie de esta misma familia, hemisinantrépica (Lépez-Cepeda & Fagua,
2015), distribuida en paises como Argentina, Bolivia, Chile, Ecuador, Pera y
Colombia (Amat, 2009; Mariluis & Mulieri, 2003). En Colombia, se ha
localizado en los departamentos de Antioquia, Boyaca, Cundinamarca y
Norte de Santander a una altura entre 1200 a 3100 m. s. n. m (Gdngora,

Diaz-Roa, Gaona, Cortés-Vecino, & Bello, 2015).

C. vicina y S. magellanica, asi como otras especies de esta familia son de
gran importancia en medicina humana y veterinaria debido a que sus larvas

causan miasis en humanos y animales (Francesconia & Lupi, 2012); ademas,



los adultos actian como vectores mecanicos de algunas especies de
bacterias (Fischer et al., 2004), protozoos y helmintos (Getachew, Gebre-
Michael, Erko, Balkew, & Medhin, 2007). Por sus habitos necréfagos, estas
moscas han sido utilizadas en el area forense debido a que forman parte de
las comunidades de insectos colonizadores de cadaveres, siendo Utiles para
determinar el Intervalo Post- Mortem (Sharma, Kumar Garg, & Gaur, 2015).
Asi mismo, las especies de la familia Calliphoridae han sido ampliamente
estudiadas debido a los efectos benéficos de las larvas sobre las heridas de
dificil cicatrizacion, como las Ulceras diabéticas cronicas (Sherman, 2003) y
las ulceras venosas (Wayman, Nirojogi, Walker, Sowinski, & Walker, 2000).
Las larvas limpian las heridas infectadas y necréticas, facilitando Ila
cicatrizacion de las mismas, metodologia que es conocida como terapia
larval o biocirugia (Sherman, 2009). El proceso de curacién de heridas se
genera a partir de tres acciones sinérgicas; desbridamiento (Sherman,
2014), desinfeccion (Choudhary, Choudhary, Pandey, Chauhan, & Hasnani,
2016; Nigam, Bexfield, Thomas, & Ratcliffe, 2006) y erradicacion de
biopeliculas (Mariena J.A. Van der Plas et al., 2008) y estimulacién del tejido
de granulacion para generar la cicatrizacion de las heridas (Horobin,

Shakesheff, & Pritchard, 2006).

En relacion con el efecto antimicrobiano, las larvas ingieren bacterias dentro
del tejido necrotico eliminando de forma fisica los microrganismos presentes

(Mumcuoglu, Miller, Mumcuoglu, Friger, & Tarshis, 2009) y, también,



liberando un amplio espectro de sustancias en sus ES, las cuales tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias Gram negativas y Gram
positivas (Patarroyo, 2015). Estos hallazgos son potencialmente utiles en el
campo meédico, puesto que, las propiedades antibacterianas que tienen las
ES larvales pueden ser una alternativa para el tratamiento y control de
enfermedades infecciosas, en las que los antibiéticos convencionales han
fallado debido al uso masivo y desregulado de éstos, contribuyendo al
desarrollo de mecanismos de resistencia bacteriana; por ejemplo, las
betalactamasas, que son enzimas capaces de hidrolizar los antibiéticos, lo
cual representa una grave amenaza de creciente preocupaciéon en salud
publica (Morején Garcia, 2013).

Por otro lado, anualmente miles de personas en el Mundo mueren en los
hospitales por infecciones causadas por bacterias multirresistentes y, se
estima que para el afio 2050 mas de diez millones de personas falleceran por
esta causa, una cifra que excede al nimero de 8,2 millones de muertes
anuales por cancer, lo cual ocurre en la actualidad (Jansen, Knirsch, &
Anderson, 2018). Asi mismo, se infiere que si la tendencia de la resistencia
antimicrobial continda, la pérdida acumulada para las economias mundiales
podria llegar a los $100 billones para el afio 2050 (Jansen et al., 2018). Por
esta razon, la busqueda de nuevas alternativas para contrarrestar la
resistencia bacteriana a los antibidticos convencionales ha sido en los

ultimos afos un imperativo de los organismos internacionales, tales como la



OMS vy la OPS, al igual que la comunidad cientifica especializada en esta

tematica (Ramon-Pardo, Sati, & Galas, 2018).

Algunos estudios han demostrado la efectividad antibacterial de las ES
larvales de diferentes especies de moscas de la familia Calliphoridae, tales
como Lucilia Sericata (Bexfield, Nigam, Thomas, & Ratcliffe, 2004; Hassan,
Amer, Hammad, & Zidan, 2016), Sarconesiopsis magellanica (Diaz-Roa et
al., 2014), Calliphora vicina (Barnes, Gennard, & Dixon, 2010), Chrysomya
putoria (Ratcliffe et al., 2015) y Chrysomya megacephala (Ratcliffe et al.,
2015) principalmente contra las bacterias Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, las cuales representan un serio
problema debido a que son patdgenos oportunistas asociados
frecuentemente a infecciones intrahospitalarias e infecciones asociadas con
heridas de dificil cicatrizacion (Pastar et al., 2013; Tzaneva, Mladenova,
Todorova, & Petkov, 2016)

El objetivo principal de este trabajo fue comparar la actividad antimicrobiana
de las ESn, de las ES<10 kDa y de las ES> 10 kDa derivadas de larvas de
Calliphora vicina y Sarconesiopsis magellanica contra 4 bacterias Gram
negativas y 4 bacterias Gram positivas.

Materiales y métodos

Colonizaciéon y mantenimiento de las colonias de C. vicina y S.

magellanica



La colecta de especimenes adultos de ambas especies se realizd en la
ciudad de Bogota D.C, Colombia, en el Parque Nacional Enrique Olaya
Herrera, localizado en las coordenadas 4°37'28.2"N 74°03'56.3"W. Para el
desarrollo del presente trabajo se contdé con los permisos de colecta
mediante la resolucion 0922 del 15 de mayo de 2017, expedida por el
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible.

Los adultos de C. vicina y S. magellanica se introdujeron en jaulas
entomoldgicas Gerber de 45cmX45cmX45cm, bajo condiciones controladas
de laboratorio, a una temperatura de 25°C + 1°C, humedad relativa de 60% =+
5% y fotoperiodo de 12:12; su alimentacion consistié en higado como fuente
proteica y agua azucarada como fuente de carbohidratos y suplementada
con complejo B.

Los huevos ovipositados se transfirieron a frascos de vidrio que contenian 10
g de higado y estaban identificados con el nombre de cada especie. Después
de la eclosion se agregd mas higado para permitir el desarrollo larvario y en
un tiempo aproximado de 4 dias se tomaron las larvas de tercer estadio, de
las cuales un grupo fue utilizado para la obtenciéon de ES larvales y otro

seleccionado para darle continuidad a la colonia.

Obtencidn de excreciones y secreciones larvales
Se utilizaron en los ensayos 3000 larvas de tercer estadio de C.vicinay S.
magellanica respectivamente, las cuales fueron preinmunizadas con el fin de

activar el sistema inmunoldgico y aumentar la expresion de los componentes



con actividad antibacteriana (Jiang et al.,, 2012). Para este proceso se
requirio de una mezcla en suspension de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, tales como S. aureus ATCC 6538 y E. coli ATCC 26922
respectivamente, a una concentracion de 0.5 en la escala de Mcfarland,
durante 1 hora a 37 °C.

A continuacion, se procedio a la desinfeccion de las larvas con 0,5% de
hipoclorito durante 5 min, seguido de un lavado con 5% de formaldehido por
5 min y finalmente 3 inmersiones durante 3 min con solucién salina estéril.
Posteriormente, se adicionaron 100 pL de solucién salina estéril a las larvas
y se incubaron a 25 °C durante 1 hora, para inducir las ES; después se
extrajeron éstas y se llevaron a tubos de 2 mL, las cuales se centrifugaron a
13.000 g, a temperatura de 4 °C, durante 10 min. Para eliminar posibles
contaminantes, el sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de
0,22 pm (Ultra Cruz™).

Filtracién

Del proceso anterior, se tomaron 10 mL de ESn de C vicina y S. magellanica
respectivamente, las cuales fueron filtradas usando una membrana Amicon®
Ultra 15, de peso molecular de 10 kDa. Las ES se centrifugaron a 4200 g, a
temperatura de 4°C, durante 10 min, permitiendo obtener fracciones >10
kDa. y <10 kDa.

Cuantificacion de proteinas

Este procedimiento se utilizd para cuantificar la cantidad de proteina

contenida en las ES larvales de S. magellanica y C. vicina. EI método
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utilizado fue de espectrofotometria Ultravioleta — visible (UV/VIS) a 280nm,
en NanoDrop 2000c Thermo Scientific™ usando 2 pL de ESn, 2uL de ES
<10kDay 2 pL de ES >10 kDa, volimenes que fueron previamente obtenidos

en el proceso de filtracion.

Actividad antimicrobiana

Bacterias.

Las cepas seleccionadas para evaluar la actividad antimicrobiana fueron:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (cepa resistente a la meticilina o MRSA
Streptococcus pneumoniae ATCC 6303, Escherichia coli ATCC 26922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1744 BAA, Serratia marcescens ATCC
13880 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

Ensayo de inhibicion de crecimiento en medio liquido

En este ensayo se evalud el potencial antimicrobiano de las ESn, de las ES
<10 kDa y de las ES>10 kDa tanto de C. vicina, como de S. magellanica.
Para iniciar este procedimiento, se realizd un repique por agotamiento de las
bacterias seleccionadas en Agar Nutritivo, el cual fue incubado durante 24
horas a 37 °C, después, se tomaron de 3 a 4 colonias y se suspendieron en
medio Luria-Bertani (LB), que fue incubado en las mismas condiciones que el
meétodo anterior. Posteriormente, se hizo la lectura de la densidad Optica
(DO) a 620 nm la cual fue igual a 0.1 que es comparable con la escala 0.5 de

McFarland.
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Para el montaje de la microplaca, se agregé 100 pl de medio LB como
control de la placa; 100 ul de medio con bacteria como control negativo; para
el control positivo se utilizaron dos antibidticos, Gentamicina (10 pg/mL)
(Sacsaquispe Contreras & Velasquez Pomar, 2002) para bacterias Gram
negativas y Estreptomicina/penicilina (10 pg — 10Ul) (Sacsaquispe Contreras
& Velasquez Pomar, 2002) para bacterias Gram positivas, se adicionaron 50
uL de cada antibiético en 50 yL de medio con la bacteria seleccionada, para
un total de 100 yL en cada pozo; para las ESn, las ES <10 kDa y las ES>10
kDa, se agregaron 50 pL de cada una a 50 pL de medio con bacteria. Los
ensayos se realizaron por triplicado el tiempo de incubacién fue de 18 h a 37
°C. El porcentaje de crecimiento se determind empleando la siguiente

formula:

% d miento = Abs blanco — Abs muetra ¥ 100
0decrecumento = Abs blanco — Absorbancia del medio con bacteria

Ensayo de Concentracion Minima Inhibitoria en medio liquido.

Para el modelo experimental, se realizaron diluciones seriadas 1:2 a partir de
la concentracion de proteina obtenida de las ES >10kDa provenientes de
larvas de tercer estadio. Para S. magellanica las concentraciones utilizadas
en las diluciones respectivas fueron: 1,525 pg/mL, 762,5ug/mL, 381,25
pg/mL , 190,6 pg/mL, 95,3ug/ml 47,6 ug/mly 23,8ug/mL, en tanto que para la

mosca C. vicina estas concentraciones, en el orden correspondiente,
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estuvieron en los valores de 2,280 pg/mL, 1,140ug/ml), 570 pg/mL 285
pg/mL, 142 pg/mL 71 pg/mL y 35,5 pg/ml.

Los antibioticos seleccionados para las bacterias Gram positivas y Gram
negativas también se diluyeron en las proporciones seriadas de 1:2.
Finalmente, se adicionaron 50 pL de cada dilucion a 50 uL de medio con la
bacteria seleccionada, para un total de 100 pL en cada pozo. Los controles
positivo y negativo, el tiempo y la temperatura de incubacién,
correspondieron a los descritos en el proceso anterior. Los ensayos fueron
realizados por triplicado.

Para el modelo matematico se realizé una regresion lineal simple, para
igualar las concentraciones de las dos especies de moscas estudiadas
Anélisis estadisticos

A patrtir de los resultados obtenidos, se construy6 una base de datos sobre la
cual se hizo el andlisis estadistico descriptivo correspondiente y con el
software STATA 12 se realiz6 una prueba ANOVA de una via para
determinar diferencias entre las ESn, las ES <10kDa y las ES > 10kDa tanto
de C.vicina

y como de S. magellanica, seguido del test de Bonferroni para establecer
cual de las variables estudiadas aportaba dicha diferencia; asi mismo, con la
prueba T-Student se evalud si se presentaban o no diferencias significativas
entre la actividad antimicrobiana de las ESn y las ES <10 kDa de cada una

de las especies de moscas estudiadas. Los datos fueron analizados con un
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indice de confianza del 95%, donde el valor de p < 0.05 indicé diferencias

significativas.

RESULTADOS

Colonizacién y mantenimiento de la colonia

Los especimenes adultos de C. vicina y S. magellanica se mantuvieron bajo
condiciones controladas de laboratorio, en donde se observé adaptabilidad
de las dos especies a las condiciones fisicas, ambientales y nutricionales
establecidas. Las larvas de tercer estadio de la especie C. vicina se
obtuvieron a los 5 dias aproximadamente después de la oviposicion, al igual
que para S. magellanica. Hubo continuidad del ciclo de vida de las moscas a
través de varias generaciones, lo cual posibilité el suministro de material

bioldgicos en los ensayos correspondientes.

Obtencion y filtracion de excreciones y secreciones larvales

Para C. vicina y S. magellanica se obtuvieron 15 mL de ESn a partir de 3000
larvas, las cuales tuvieron un peso aproximado de 134,4 g.

A partir de 10 mL de las ESn de C. vicina y S. magellanica, se obtuvieron 6
mL de las ES<10kDa y 4mL de las ES 10>kDa para cada una de las

especies evaluadas.

Cuantificacion de proteinas
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Las ES nativas y las ES< 10 kDa de C. vicina registraron una concentracion
de proteinas de 6,764 pug /mL y 4,561ug /mL respectivamente, mientras que
la concentracion de las ES de S. magellanica fue menor en comparacion con
la anterior, teniendo en cuenta que para las ES nativas fue de 4, 674 ug /mL

y para las ES< 10 kDa correspondi6 a 4,050 pg /mL.

Actividad antimicrobiana

Ensayo de inhibicién de crecimiento en medio liquido

Al evaluar la actividad antimicrobiana de las ESn, las ES< 10 kDa y las ES
>10 kDa de C. vicina contra S. aureus MRSA y E. coli, se evidenci6 que las
ESn y las ES< 10 kDa registraron potente actividad antimicrobiana (p=
0,000), mientras que las ES >10 kDa no inhibieron el crecimiento de estas
bacterias (Fig. 1), razén por lo cual esta ultima fraccién no se utilizé en los
siguientes ensayos; ademas, se encontrd6 que las ES <10kDa fueron
diferencialmente mas efectivas que las ESn en relacion con los resultados
obtenidos con la bacteria E. coli (p=0.040), sin embargo, en el caso de S.
aureus no hubo diferencias entre ellas (p=0.217). En la especie S.
magellanica, los hallazgos fueron similares, pero al contrario de C. vicina, se
determiné que las ES <10kDa mostraban diferencias significativas frente a la
bacteria S. aureus MRSA (p=0.006), en tanto que para C. vicina no hubo
diferencias entre las ESn y las ES <10kDa (p=1.000) (Fig. 1)

Las ESn y las ES< 10 kDa de C. vicina fueron eficaces contra las bacterias

Gram negativas (Fig. 2A) y las bacterias Gram positivas evaluadas, excepto
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para S. pneumoniae ATCC 6303 (Figura 2B), siendo las ES <10kDa las que
mostraron una mayor actividad antibacterial respecto a las ESn (p < 0.0226).
En la especie S. magellanica, las ESn y las ES< 10 kDa no tuvieron la
capacidad de inhibir el crecimiento de S. pneumoniae; sin embargo, si
registraron actividad contra las demas bacterias evaluadas (Fig. 2A y 2B), en
donde la fraccién <10kDa fue mas efectiva que las ESn solo en las 3 cepas
de S. aureus (p <0.0377) y la correspondiente a P. aeruginosa (p=0.0000). Al
comparar la actividad de las ES <10kDa entre C. vicina y S. magellanica no
se registraron diferencias significativas en ninguna de las bacterias
evaluadas (p> 0. 2897) (Fig 2A 'y 2B).

Ensayo de Concentracion Minima Inhibitoria en medio liquido.

En el presente estudio, se observé que las concentraciones evaluadas de las
ES <10kDa no inhibieron completamente el crecimiento microbiano de
ninguna de las bacterias evaluadas; no obstante, los antibidticos utilizados
como control positivo tampoco inhibieron el 100% del crecimiento microbiano

en el modelo experimental ni en el modelo matematico.

Al comparar la actividad antimicrobiana de las ES <10kDa de S. magellanica
y C. vicina se observé que el potencial antimicrobiano de S. magellanica fue
mas efectivo respecto a C. vicina frente a las bacterias P. aeruginosa, S.
marcescens, K. pneumoniae y S. aureus ATCC 43300 ya que requirié6 una
concentracion menor tanto en el modelo experimental como en el modelo

matematico para inhibir el crecimiento microbiano, mientras que C. vicina

16



tuvo un potencial mayor que S. magellanica frente a S. aureus ATCC 25923
(Tabla 1). Para E. coliy S. aureus ATCC 6538, se observo que en el modelo
matematico las dos especies de moscas estudiadas requirieron de la misma
CMI, sin embargo, en el modelo experimental la actividad antimicrobiana de

S. magellanica fue mayor (Tabla 1)

Para todas las bacterias evaluadas se observé que el comportamiento de las
ES <10kDa de C. vicina y S. magellanica fue similar en el modelo
experimental y en el modelo matematico (Tabla 1). Por ejemplo, para
Pseudomona aeruginosa, la CMI de las ES < 10kDa de C. vicina en el
modelo experimental fue de 500 ug/mL y en el modelo matematico de 381.
25 ug/mL, mientras que para las ES < 10kDa de S. magenallica se requirié
una concentracion menor respecto a C. vicina, es decir 95.3 pg/mL tanto en
el modelo experimental como en el modelo matematico (Figura 3 A.). Por el
contrario, para la cepa 25923 de S. aureus, se observé que la CMI de las ES
< 10kDa de C. vicina fue de 285 pg/mL en el modelo experimental y 190.6
ug/mL en el modelo matematico, siendo una concentracion menor que la que
requirio S. magellanica para inhibir el crecimiento de este microorganismo, ya
qgue la concentracion de las ES < 10kDa de esta especie de mosca fue de
381. 5 pug/mL en el modelo experimental y en el modelo matematico
respectivamente (Figura 3B)

DISCUSION
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En el presente estudio se demostré que tanto las ESn y las ES<10kDa de C.
vicina y S. magellanica exhibieron actividad antimicrobiana contra tres
bacterias Gram positivas, S. aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 25923 y
S. aureus MRSA ATCC 43300 y cuatro bacterias Gram negativas, E. coli
(ATCC 26922), P. aeruginosa (ATCC 1744 — BAA), S. marcescens (ATCC
13880) y K. pneumoniae ATCC (ATCC 700603); sin embargo, no se registro
actividad contra S. pneumoniae ATCC 6303, lo cual pudo estar relacionado
con la capsula de lipopolisacaridos que posee el microorganismo, que
probablemente corresponde al factor de virulencia mas importante, por tener
actividad antifagocitica, disminuir la autdlisis y reducir la exposicion de los
antibioticos (Mitchell & Mitchell, 2010). Asi mismo, se demostré en un estudio
reciente, que el serotipo 3, el cual se utilizé en el presente trabajo, tiene la
capacidad de absorber los anticuerpos anticapsulares inducidos por las
vacunas antineumocdcicas, impidiendo asi la muerte mediada por estos
anticuerpos in vivo e in vitro. (Azarian et al., 2018); ademas, esta cepa ha
venido adquiriendo genes de resistencia por el uso desmesurado de
antibiéticos, generandose un proceso de recombinacién que le posibilita
absorber e incorporar material genético de su entorno (Ghahfarokhi et al.,
2020).

En relacion con los resultados obtenidos de las cepas evaluadas de S.
aureus, se observé gue el potencial antimicrobiano de las ES < 10 kDa tanto
de C. vicina, como de S. magellanica, guardan semejanza con un estudio

previo en el que se demostrd actividad antibacteriana significativa de la
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fraccion <500 Da aislada de las ES de Lucilia sericata contra un amplio
espectro de S. aureus MRSA (Bexfield et al., 2008); sin embargo, la fraccién
> 10 kDa aislada de C. vicina y S. magellanica, no inhibié el crecimiento
bacteriano, lo cual coincide con lo reportado en la fraccion >10kDa de L.
sericata (Bexfield et al., 2004), esto puede significar que las moléculas que
se encuentran en rangos de bajo peso molecular son las que poseen
actividad antimicrobiana, de hecho, investigaciones previas han reportado
que los peptidos antimicrobianos tales como la lucifencina (aislado y
purificado de L. sericata) se encuentran en un rango de peso molecular de
0.5 a 10kDa (Cefovsky et al., 2010) . Ademas, en el presente estudio se
observo inhibicién significativa de las ESn contra S. aureus, siendo similar
con los resultados obtenidos en investigaciones anteriores en donde se
observo una potente actividad de las ESn de S. magellanica contra diferentes
cepas de S. aureus, a partir de los ensayos de turbidimetria (Diaz-Roa et al.,
2014)

En cuanto a las bacterias Gram negativas, la duracién y potencia de la
actividad antibacterial fue diferente respecto a lo reportado en algunos
estudios previos, asi por ejemplo, en el presente trabajo, se observé que las
ESn y las ES < 10kDa de C. vicina y S. magellanica exhibieron actividad
contra P. aeruginosa hasta las 18 horas evaluadas, mientras que en un
estudio previo reportaron que en el ensayo de unidades formadoras de
colonia (UFC) las ESn de la especie C. vicina inicialmente redujeron el

namero de colonias, pero después de 8 horas nuevamente hubo crecimiento

19



de la bacteria (Barnes et al., 2010). Por otro lado, las ESn y las ES < 10 kDa
inhibieron significativamente el crecimiento de S. marcescens por un tiempo
de 18 horas, no obstante, otra investigacion reportd que las ESn de
Chrysomya megacephala y Chrysomya putoria s6lo mantuvieron su potencial
antimicrobiano durante las primeras 6 horas del total de las 22 horas de
estudio (Ratcliffe et al., 2015); finalmente, las ESn y las ES< 10 kDa tanto de
C. vicina y S. magellanica presentaron actividad contra K. pneumoniae,
mientras que las ESn de L. sericata estudiadas no inhibieron esta bacteria en
el ensayo de difusion en disco (Hassan et al., 2016). Respecto a E. coli, en el
ensayo de UFC, difusion en disco y turbidimetria de los estudios
anteriormente mencionados, los resultados fueron similares, ya que las ES
evaluadas demostraron potencial actividad antimicrobiana
independientemente de la especie de mosca estudiada (Barnes et al., 2010;

Hassan et al., 2016; Ratcliffe et al., 2015)

Los resultados discordantes del presente estudio con investigaciones previas
(Barnes et al., 2010; Hassan et al., 2016; Ratcliffe et al., 2015), podrian
explicarse al considerar otras variables, por ejemplo, las diferentes técnicas
utilizadas para evaluar la actividad antimicrobiana, en este sentido, en el
presente estudio se evalud la actividad antibacterial por turbidimetria, en
razon a que se considera que tiene mayor sensibilidad en comparacion con
otras técnicas frecuentemente usadas. Otros posibles factores que pudieron

influir en los resultados incluyeron el numero de larvas utilizadas y el
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pretratamiento realizado con las cepas bacterianas sobre las larvas, el cual
pudo haber aumentado la concentracion de moléculas con propiedades

antibacterianas de las ES larvales.

En el ensayo de CMI se observd que en el modelo experimental y el modelo
matematico las ES < 10 kDa de las dos especies de moscas evaluadas
exhibieron actividad antimicrobiana frente a las bacterias Gram positivas y
Gram negativas, sin embargo, los resultados evidencian que hay una
diferencia en el potencial antimicrobiano dependiendo de la especie
bacteriana evaluada. Investigaciones previas sugieren que las bacterias
Gram positivas son mas sensibles a las ES larvales, mientras que las
bacterias Gram negativas requieren mayores concentraciones para Su
inhibicion(Kawabata et al., 2010; Mariena J.A. Van der Plas et al., 2008), no
obstante, algunos autores sugieren lo contrario (Barnes et al., 2010; Diaz-
Roa et al., 2014), por lo que es necesario realizar mas estudios que lleven a

resultados concluyentes.

Por otro lado, a pesar de que las ES < 10kDa de C. vicina y S. magellanica
presentaron una potente actividad antimicrobiana, esta actividad no fue
bactericida; es por esto que la combinacion de ES larvales con agentes
antimicrobianos podria tener un potencial terapéutico mayor (Cazander,
Pawiroredjo, Vandenbroucke-Grauls, Schreurs, & Jukema, 2010; Mariena
J.A. van der Plas et al., 2010), lo cual a su vez podria ser una alternativa

para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes a los
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antibiéticos, como las cepas de S. aureus, que han adquirido resistencia
intrinseca a la meticilina por la presencia del gen mecA, o las
Enterobacterias y P. aeruginosa que han desarrollado resistencia a
carbapenémicos, por una combinacibn de mecanismos que incluyen la
produccion de enzimas hidroliticas, tales como las betalactamasas de
espectro extendido o BLEEs, las cefalosporinasas AmpC vy las
carbapenemasas (Esparza, 2020). Es importante resaltar, que la
combinacion sinérgica de las ES con los antibiéticos puede retrasar el

desarrollo de mecanismos de resistencia (Arora, Baptista, & Lim, 2011).

En relacion con algunos de los componentes antimicrobianos que hacen
parte de las ES larvales, se han registrado compuestos alcalinos, como
carbonato de amonio, calcio, alantoina y urea que tienen accion sobre el
crecimiento microbiano (Patarroyo, 2015); ademas, metaloproteinasas de
matriz (MMP), como la quimiotripsina tienen efecto inhibitorio sobre la
formacion de biopeliculas, y la desoxirribonucleasa (ADNsa) que impide tanto
el crecimiento bacteriano como la formacion de biopeliculas (Sherman,

2014), todas ellas son de relevante significancia.

Por otro lado, los péptidos antimicrobianos (PAM), importantes componentes
de las ES larvales, actian como mecanismo de defensa del huésped,
poseen un potente poder bactericida y tienen la capacidad de neutralizar
toxinas (Hirsch et al.,, 2019). En estudios previos se han aislado,

caracterizado y evaluado dos PAM de las ES larvales de S. magellanica, los
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cuales demostraron una potente actividad antimicrobiana. (Diaz-Roa et al.,
2019, 2018). No obstante, es importante continuar estudiando las
propiedades que poseen las ES larvales tanto de S. magellanica como de C.
vicina, puesto que, podrian ser utiles de forma individual o sinérgica para el
desarrollo de potenciales farmacos o para la produccidon de nuevos agentes
antiinfecciosos que, entre otras funciones, tendrian aplicacion terapéutica
tépica en heridas cronicas, por ejemplo aquellas asociadas a ulceras
diabéticas, por lo tanto, la alta purificacion y la produccion de péptidos en

masa son la maxima prioridad para un uso amplio.

Finalmente, se ha evidenciado que ademas de su potente poder
antimicrobiano, las ES larvales de los califéridos también tienen actividad
antifangica (Alnaimat, Wainwright, & Aladaileh, 2013; Evans, Dudley, &
Nigam, 2015), antiparasitaria(Cruz-Saavedra et al., 2016; Laverde-Paz,
Echeverry, Patarroyo, & Bello, 2018; Sanei-Dehkordi et al., 2016), anti -
inflamatoria (M. J.A. Van Der Plas, Baldry, Van Dissel, Jukema, & Nibbering,
2009), y procoagulante (Kahl et al., 2015; Poppel et al., 2016), lo cual

aumenta positivamente el interés en estas especies de moscas.

Conclusiones

Las ES >10kDa de C. vicina y S. magellanica no tuvieron potencial
antimicrobiano en el ensayo preliminar contra E. coli, ni S. aureus, mientras

que las ESn y las ES <10kDa inhibieron significativamente el crecimiento de
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todas las bacterias evaluadas, excepto en S. pneumoniae. La fraccion <10
kDa fue diferencialmente mas efectiva que las ESn; sin embargo, al
comparar esta fraccion entre las dos especies de moscas estudiadas se
observé que no hubo diferencias significativas.

En cuanto a la CMI, las ES <10 kDa no presentaron actividad bactericida en
ninguna de las concentraciones; no obstante, las ES de S. magellanica
fueron mucho mas efectivas para todas las bacterias evaluadas excepto para
S. aureus 25923

Los anteriores hallazgos sugieren que las propiedades de las ES larvales,
representadas en sus componentes, derivadas de estas especies de moscas
necrofagas podrian ser potencialmente promisorias para el aislamiento y
desarrollo de agentes anti-infecciosos los cuales podrian tener aplicacion
terapéutica topica en heridas de dificil cicatrizacién y, también, podrian
constituirse hacia el futuro préximo en farmacos, entre otros usos, para el

tratamiento de enfermedades infecciosas de origen respiratorio.
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Figura 1. Actividad antimicrobiana de las ES nativas y de las fracciones
obtenidas a través de la filtracion (ES > 10 kDa y ES <10);
susceptibilidad bacteriana se evalu6 mediante ensayos de
turbidimetria. * Inhibicion significativa del crecimiento de E. coli y S.

aureus. (p=0.0051).
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Figura 2. Actividad antimicrobiana de las ES nativas y de las ES <10kDa
de C. vicina y S. magellanica. Actividad de las ES contra bacterias Gram
negativas y bacterias Gram positivas. La susceptibilidad bacteriana se evalu6
mendiante ensayos de turbidimetria. *Diferencia significativa: p < 0.05 **

Diferencia altamente significativa signiticativa: p < 0.001.
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CMI de la actividad antimicrobiana de las ES < 10kDa de C. vicinay S.

magellanica en el modelo experimental y en el modelo matemético de

A. S. aureus 25923 y B. Pseudomonas aeruginosa ATCC 1744.

Tabla 1. CMI de la actividad antimicrobiana de las ES < 10kDa de C. vicina y

S. magellanica en el modelo experimental y en el modelo matematico

P. aeruginosa

5. marcescens
K. pneumoniae
E. cofi

S. aureus ATCC
6538

5. aureus ATCC
25923

5. Aureus ATCC
43300

Modelo experimental

C. vicina
570 pg/mL
285 pg/mL
570 pg/mL
285 pg/mlL

2280 pg/mL
285 pg/mL

285 pg/fmL

5. magellanica

95.3 ug/mL
85.3 pug/mL
190.6 pg/mL
190.6 pg/mL

1525 pg/mL
381.5ug/mL

85.3ug/mL

C.vicina
381.25 pg/mlL
190.6 pg/mL
381.25 pg/mlL
190.6 pg/mL

1525 pg/mL
190.6 pg/mL

190.6 pg/mL

Modelo matematico

5. magellanica

95.3 pg/mL
85.3 pg/mL
190.6 pg/mL
190.6 pg/mL

1525 pg/mL
381.25 pg/mlL

95.3 pg/mL
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