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Objetivo
e Comparar la actividad antimicrobiana de las ES larvales, ES<10

kDa y las ES>10 kDa, derivadas de Calliphora vicina vy
Sarconesiopsis magellanica.
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* Resultados
* Discusion




Colonizacion y mantenimiento de la colonia

El desarrollo de larvas
Colecta de de tercer estadio

, Temperatura 259C, Huevos . .
especimenes adultos: Humedad relativa 60% : itados de | ocurrio en un tiempo
Resolucion 0922 del ° ovipositados de las aproximado de 4 dias

15 de mayo de 2017 Foto periodo 12:12 especies evaluadas después de la

oviposicion.




~ Obtencion de excreciones y secreciones

I Hipoclorito al 0.5% I

Incubacion

I Formaldehido al 5 % I 1 horaa

Centrifugacion

Agua destilada ‘
estéril

13000g
4°C
10min

Larvas de tercer estadio
3000 larvas




Materiales y métodos

Filtracion de ESn Cuantificacion de proteinas

~N
N
S
C. vicina y S. Espectrofotometria
magellanica: Ultravioleta — visible
10mL de Esn (UV/VIS) a 280nm
/

PR —— Analisis estadistico

4200 g, . SN(?CVA de. una sola via, mas test de
49(:, onterroni.
10 min, * T-student

*Diferencias significativas p < 0.05




Obtencion de ES

ESPECIE

Parametro C. vicina

N2 de larvas 3000
Peso 1344 g
Volumen total de ESn 15 mL

S. magellanica

Concentracion de

proteinas de ESn 6.764 pg/mL 4.674 pg/mL

Volumen de ES <

10kDa 6 mL

Concentracion de

proteinas ES < 10kDa 4.561 pg/mL 3.050 pg/mL

Volumen de ES >

10kDa 4 mL

Concentracion de

proteinas > 10kDa 6.867 pg/mL 4.712 pg/mL




Ensayo de turbidimetria

Staphylococcus aureus

Klebsiella pneumoniae
ES >10kDa de S. magellanica 50uL ATCC 700603

1 4 5 7 s B AguaioouL ATCC 25923
Staphylococcus aureus
A ‘ ‘ ‘ ‘ B Medio LB 100uL \TCC 6538
B ‘ ‘ ‘ ‘ I Medio + bacteria 100uL (- I
C ‘ ‘ ‘ ‘ | Antibiético 50uL (@) |
D ‘ . ‘ ‘ B s de C. vicina 5oL
E ‘ ‘ . ‘ I ES <10KDa C. vicina 50pL
B &5 > 10kDa C. vicina 50pL Pseudomonas aeruginosa
F ‘ ‘ ’ ’ ATCC 1744 BAA
- ESn de 5. magellanica 50ul Serratia marcescens ATCC
© ‘ ‘ ‘ ‘ . 13880
- ES <10kDa de S. magellanica 50pL

Sacsaquispe et al. 2002
Diaz Roa et al. 2014



Actividad antibacterial de ES

C.vvsS.m: p= 0.6467 « ES < 10kDa —————  C.vvsS.m: p=0.9547
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ES>10 ES<10 ES>10 ES<10 control+ control - ES>10 ES<10 ES>10 ES<10 control+ control -
nativas kDa kDa nativas kDa kDa nativas kDa kDa na tlvas kDa kDa
C. vicina S. magellanica Antib. Bact. C. vicina S. magellanica Antib. Bact.

E. coli (ATCC 26922) S. aureus SMRA (ATCC 43300)



Bacterias Gram positivas
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S. aureus (ATCC 25923) S. aureus (ATCC 6538) S. aureus SMRA (ATCC 43300) S. pneumoniae (ATCC 6303)

Diaz-Roa et al 2014 Mitchell et al 2010
Bexfield et al . 2004 Azarian 2018



Bacterias Gram negativas
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I Barnes et al. 2010 I I Ratcliffe et al. 2015.| I Hassan et al 2016. I




Materiales y métodos

Concentraciéon minima inhibitoria
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0000000 -

I Agua 100
I Medio LB 100 ut

Medio + bacteria 100 uL | =

- Concentraciones del antibidtico 50 uL@

-Concentraciones de ES <10kDa 50 pL

Incubacion

18 horas
37°C




Bacterias Gram negativas

MODELO EXPERIMENTAL MODELO MATEMATICO

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 1744 - BAA

1,4 Pseudomonas aeruginosa
g 12 ATCC 1744 - BAA
s 1 £
S o8 o '
© ——C N 0,8
.E 016 / S:
u -—
g 0’4 / S .g 0;6 /
2 o
2 o s 02 =6
1525 762,5 381,25 190,6 95,3 47,6 23,8 < 0
Concentracién en pg/mL 1525 762,5 381,5 190,6 95,3 47,6 23,8
Pseudc monas aeruginosa Concentracién en pg/mL
I TCC 17 - BAA
£ 1 O O
c
2 08
(-}
©
s 06
S
g o4 ——C
2 o2 —=-G
< ’
0

2280 1140 50 285 142 71 35,5



Resultados

MODELO EXPERIMENTAL MODELO MATEMATICO
Serratia marcescens
ATCC 13880
1 .
£ Serratia marcescens
g 08 ATCC 13880
.g 0,6 £ 1,4
(8]
& 04 ——C c 12
g " § 1
§ 0.2 =G ?;08
< 8" ——C
0 e 06
m -—
2280 1140 570 142 71 35,5 £ 04 s
Concentracién en pg/mL é 0,2 ——G
0
1525 762,5 381,25 190,6 95,3 47,6 23,8
Serratia marcescens Concentracién en pg/mL
ATCC 13880
1
e os — OO
S 06
.g 0,4 — __S
g -G
g 02
2
2 0

1525 762,5 381,5 190,6 95,3 47,6 23,8
Concentracién en pg/mL



Resultados

MODELO EXPERIMENTAL MODELO MATEMATICO
Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae
e 12 ATCC 700603
s 1 14
s 08 £ 1,2
© o
g 06 ——C 2 os
'g 0,4 © 0,8 —o—C
§ 02 -G § 0,6 s
< 20,4 -
0 (.) § 0,2 —4—G
2280 1140 570 285 142 71 35,5 <
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Resultados

MODELO EXPERIMENTAL MODELO MATEMATICO

Escherichia coli

ATCC 26922
£ 1 Escherichia coli
S 08 ATCC 26922
s ’
@© 114
o 06
g £ 12
-g 0,4 ——C § 1
5 -G ® 08
.j-(ﬁ' 0,2 ; 06 ——C
0 ( ) e ’ ——S
- 5 04
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Concentracion pug/mL 2 0
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: 1
g 08 _—
© —
T 06
‘S
& 04 — =S5
2
2 o2 ——G
< O
0

1525 762,5 381,5 190,6 95,3 47,6 23,8
Concentracién pg/mL



Absorbancia a 620 nm

Absorbancia a 620 nm
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Bacterias Gram positivas

MODELO EXPERIMENTAL
Staphylococcus aureus

ATCC 6538
1140 570 285 142 71 35,5
Concentracién en pg/mL
Staphylococcus aureus

ATCC 6538
1
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0,6
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0,2

0
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MODELO MATEMATICO

Staphylococcus aureus

ATCC 6538

762,5 381,25 190,6 95,3
Concentracién en pg/mL
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Resultados

MODELO EXPERIMENTAL MODELO MATEMATICO
Staphylococcus aureus
ATCC 2592
cc 25923 Staphylococcus aureus
L2 ATCC 25923
£ 021; A
8 0'6 g 12
z ’ ——C g 1
2 04 —a—E/P ©
P © 0,8
g 0,2 S // ——C
2 o £ 0,6 s
2280 1140 570 142 71 35,5 %0’4
Concentracion en pg/mL é 02 ——E/P
Staphylococcus aureus 0
ATCC 25923 1525 762,5 95,3 47,6 23,8
1,2 oncentracion en pg/mL
: 1
o
o
s 08
g 0,6 s
e}
§ 0.4 —a—E/P
2 02
0

1525 762,5 190,6 95,3 47,6 23,8

Concentracién a pug/mL



Resultados

Absorbancia a 620 nm
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Absorbancia a 620 nm

MODELO EXPERIMENTAL

Staphylococcus aureus

ATCC 43300
2280 1140 570 142 71
Concentracién pg/mL
Staphylococcus aureus
ATCC 43300
1,2
1
0,8
0,6
0,4 __—
0,2 —
0

1525 762,5 381,5 190,6 47,6

Concentracién pg/mL
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MODELO MATEMATICO

Staphylococcus aureus

ATCC 43300
——C
— -
- — ——E/P

Concentracion en

1525 762,5 381,25 47,6 23,8
ug/m



Resultados

M s magellanica CM l]
C. vicina
I Las dos especies de mosca Modelo experimental Modelo matematico
C. vicina S. magellanica C.vicina S. magellanica

P. aeruginosa 570 pg/mL 95.3 pg/mL 381.25 pg/mL 95.3 ug/mL
S. marcescens 285 pg/mL 95.3 pg/mL 190.6 pg/mL 95.3 ug/mL
K. pneumoniae 570 pg/mL 190.6 pg/mL 381.25 pg/mL 190.6 pg/mL
E. coli 285 pg/mL 190.6 pg/mL 190.6 pg/mL 190.6 pg/mL
S. aureus ATCC 2280 ug/mL 1525 pg/mL 1525 pg/mL 1525 pg/mL
6538
S. aureus ATCC 285 pg/mL 381.5pug/mL 190.6 pg/mL 381.25 pg/mL
25923
S. Aureus ATCC 285 pg/mL 95.3ug/mL 190.6 pg/mL 95.3 ug/mL Van der plas et al. 2010
Cazander et al 2010
43300 Arora et al 2011




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 todas las bacterias evaluadas, excepto en S.
pheumoniae.

.

r

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 diluciones; no obstante, las ES de S. magellanica fueron
mucho mas efectivas para todas las bacterias evaluadas excepto para S.
aureus 25923

Los hallazgos sugieren que las propiedades de las ES larvales, 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 cicatrizacidon y, también, podrian constituirse hacia el
futuro proximo en farmacos, entre otros usos, para el tratamiento de
enfermedades infecciosas de origen respiratorio causadas por K.

pheumoniae.
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