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Introduccidn. La creciente resistencia bacteriana a los antibiéticos representa una
amenaza mundial de salud publica. Las excreciones y secreciones larvarias derivadas de
moscas necréfagas de la familia Calliphoridae podrian configurar una fuente promisoria
para contrarrestar sus efectos.

Objetivo. Comparar la actividad antimicrobiana de las excreciones y secreciones larvarias
nativas, y de las mayores y menores de 10 kDa de Calliphora vicina y Sarconesiopsis
magellanica (Diptera: Calliphoridae).

Materiales y métodos. El bioensayo se hizo a partir de la técnica de turbidimetria y en el
caso de las excreciones y secreciones menores de 10 kDa se determiné la concentracion
inhibitoria minima (CIM).

Resultados. Las excreciones y secreciones nativas y las menores de 10 kDa de C. vicina
y S. magellanica, evidenciaron una potente actividad antibacteriana contra tres cepas de
Staphylococcus aureus y cuatro bacterias Gram negativas, siendo las menores de 10 kDa
mas efectivas que las nativas en las dos especies de moscas evaluadas. Ademas, las
menores de 10 kDa presentaron la misma efectividad, aunque en las pruebas de CIM se
observo que las de S. magellanica fueron mas potentes en todas las bacterias evaluadas,
excepto contra la cepa de S. aureus ATCC 25923. Las mayores de 10 kDa no inhibieron el
crecimiento bacteriano.

Conclusion. Los resultados validaron, en general, que estas sustancias son fuente
importante para el aislamiento y la caracterizacién de agentes antimicrobianos.

Palabras clave: dipteros; bacterias Gram positivas; bacterias Gram negativas; modalidades
de secreciones y excreciones; antibacterianos; larva.

A comparative analysis of Calliphora vicina and Sarconesiopsis magellanica (Diptera:
Calliphoridae) larval secretions and excretions antimicrobial activity

Introduction: The growing resistance to antibiotics worldwide represents a global threat to
public health. The larval excretions and secretions derived from necrophagous flies from the
Calliphoridae family could represent a promising source for counteracting their effects.
Objective: To compare the antimicrobial activity of Calliphora vicina and Sarconesiopsis
magellanica (Diptera: Calliphoridae) native excretions and secretions and those weighing
more than 10 kDa and less.

Materials and methods: We used the turbidimetry technique for the bioassay; we
determined the minimum inhibitory concentration (MIC) for excretions and secretions
weighing less than 10 kDa.

Results: Calliphora vicina and S. magellanica native excretions and secretions and

those weighing less than 10 kDa exhibited potent antibacterial activity against three
Staphylococcus aureus strains and four Gram-negative bacteria; those weighing less

than 10 kDa were more effective than the native ones in the two species of flies evaluated
here. Furthermore, excretions and secretions weighing less than 10 kDa had the same
effectiveness, except in the MIC trials where S. magellanica excretions and secretions
weighing less than 10 kDa were more potent against all the bacteria evaluated, except for S.
aureus ATCC 25923. Excretions and secretions weighing more than 10 kDa did not inhibit
bacterial growth.

Conclusions: These results potentially validate these substances as an important source
for isolating and characterizing antimicrobial agents.

Keywords: Diptera; Gram-positive bacteria; Gram-negative bacteria; modalities, secretion
and excretion; anti-bacterial agents; larva.
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Actividad antimicrobiana de secreciones y excreciones de C. vicina y S. magellanica

La familia Calliphoridae esta constituida por moscas con calipteros
distribuidas en todo el mundo con alrededor de 1.000 especies, de las
cuales 126 se encuentran en el Neotropico (1). Calliphora vicina (Robineau-
Desvoidy) (Diptera: Calliphoridae) es una mosca sinantrdpica que se
ha registrado en Colombia en los departamentos de Casanare, Tolima,
Santander, Caldas, Valle del Cauca, Meta y Cundinamarca, especificamente
en la Sabana de Bogota, en zonas ubicadas a 2.500 metros sobre el nivel
del mar (msnm) (2). Sarconesiopsis magellanica (Le Guillou) (Diptera:
Calliphoridae) es una especie hemisinantropica que se distribuye en los
departamentos de Antioquia, Boyaca, Cundinamarca y Norte de Santander,
entre los 1.200 y los 3.100 msnm (1).

Las moscas 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 (3); ademas, los
adultos actuan como vectores mecanicos de algunas especies de bacterias,
protozoos y helmintos (4). Por sus habitos necréfagos, estas moscas se
utilizan en los estudios forenses para determinar el intervalo post mortem
(5). Asimismo, las especies de la familia Calliphoridae se han estudiado
ampliamente por los efectos benéficos de las larvas en heridas de dificil
cicatrizacion, como las Ulceras diabéticas cronicas (6), ya que limpian las
heridas infectadas y necrdticas, facilitando asi su cicatrizacion, en lo que se
conoce como terapia larvaria o “biocirugia” (6). El proceso de curacion de
heridas se da a partir de tres acciones sinérgicas: el desbridamiento (7), la
desinfeccion (8) y erradicacion de biopeliculas (9), y la estimulacién del tejido
de granulacion en la cicatrizacién (9).

En cuanto al efecto antimicrobiano, las larvas ingieren bacterias dentro
del tejido necrdtico, eliminando asi los microorganismos presentes (10);
ademas, en sus excreciones y secreciones liberan un amplio espectro de
sustancias con la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias Gram
negativas y Gram positivas (11). Estos hallazgos son potencialmente utiles en
el campo médico, ya que las propiedades antibacterianas de las excreciones
y secreciones larvarias pueden ser una alternativa en el tratamiento y
control de las enfermedades infecciosas no controladas con los antibiéticos
convencionales tras su uso masivo y desregulado, el cual ha propiciado
el desarrollo de resistencia bacteriana asociada con gran morbilidad y
mortalidad en todo el mundo (12).

En algunos estudios se ha demostrado la efectividad antibacteriana de
las excreciones y secreciones larvarias de diferentes especies de moscas de
la familia Calliphoridae, como Lucilia sericata (13,14), S. magellanica (15),

C. vicina (16), Chrysomya putoria (17), C. megacephala (17), C. rufifacies
(18) y Cochliomya macellaria (18), principalmente contra las bacterias
Staphylococcus aureus (Bacillales: Staphylococcaceae), Pseudomonas
aeruginosa (Pseudomonadales: pseudomonadaceae) y Escherichia coli
(Enterobacterales: enterobacteriaceae), las cuales representan un serio
problema debido a que son agentes patdgenos asociados frecuentemente
con infecciones hospitalarias e infecciones en heridas de dificil cicatrizacion.

El objetivo principal de este trabajo fue comparar la actividad
antimicrobiana de las excreciones y secreciones nativas, y de aquellas
mayores y menores de 10 kDa, derivadas de larvas de C. vicinay S.
magellanica contra cuatro bacterias Gram negativas y cuatro Gram positivas.
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Materiales y métodos

Colonizacion y mantenimiento de las colonias de las moscas Calliphora
vicina y Sarconesiopsis magellanica

Los especimenes adultos de ambas especies se recolectaron con una
jama entomoldgica en el Parque Nacional Enrique Olaya Herrera de Bogota,
localizado en las coordenadas 4°37'28,2”N 74°03'56,3"W. La identificacion
morfolégica se hizo bajo un estereoscopio con base en la clave ilustrada
para la identificacion de los géneros y especies de califéridos (Diptera:
Calliphoridae) de Colombia (19).

Se contd con los permisos de recoleccion contemplados en la Resolucion
0922 del 15 de mayo de 2017 expedida por el Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible.

En la iniciacion de la colonia, los adultos de C. vicina 'y S. magellanica se
introdujeron en jaulas entomoldgicas Gerber bajo condiciones controladas
de laboratorio a una temperatura de 25 = 1 °C, humedad relativa de 60 = 5
% y fotoperiodo de 12:12; su alimentacién consistié en higado como fuente
proteica y agua azucarada como fuente de carbohidratos. Los huevos se
transfirieron a frascos de vidrio identificados con el nombre de cada especie,
los cuales contenian 10 g de higado de cerdo. Después de la eclosién,
se agregé mas higado para permitir el desarrollo larvario y, en un tiempo
aproximado de cinco dias, se tomaron las larvas de tercer estadio.

Obtencion de excreciones y secreciones larvarias

En las pruebas se utilizaron 3.000 larvas de tercer estadio de C. vicina
y S. magellanica, las cuales fueron inmunizadas previamente con el fin de
activar el sistema inmunolégico y aumentar la expresion de los componentes
con actividad antibacteriana. En este proceso, se emple6 una mezcla en
suspension de cuatro especies de bacterias Gram positivas (tres cepas de S.
aureus y S. pneumoniae) y cuatro Gram negativas (E. coli, P. aeruginosa, S.
marcescens y K. pneumoniae) con una concentracion de 0,5 en la escala de
McFarland durante una hora a 37 °C (15).

Enseguida, se procedi6 a la desinfeccion de las larvas con 0,5 %
de hipoclorito durante cinco minutos, seguida de un lavado con 5 % de
formaldehido por cinco minutos y, por ultimo, tres inmersiones durante tres
minutos en solucion salina estéril (15). Posteriormente, se agregaron 100 pl
de solucidn salina estéril a las larvas y se incubaron a 25 °C durante una
hora para inducir las excreciones y secreciones; después, estas se extrajeron
y se llevaron a tubos Eppendorf de 2 ml y se centrifugaron a 13.000g
a una temperatura de 4 °C durante 10 minutos. Para eliminar posibles
contaminantes, el sobrenadante se filtré a través de una membrana de 0,22
pm (Ultra Cruz™) (15).

Filtracion

Al cabo del proceso anterior, se tomaron 10 ml de excreciones y
secreciones nativas de C. vicina y S. magellanica; luego; se filtraron usando
una membrana Amicon Ultra 15™. Las de peso molecular de 10 kDa,
se centrifugaron durante 10 minutos a 4 °C al alcanzar los 4.200g y se
obtuvieron fracciones mayores y menores de10 kDa.
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Cuantificacion de proteinas

Para esto se empled espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-VIS)
a 280 nm en un equipo NanoDrop 2000c (Thermo Scientific™) usando 2
pl de excreciones y secreciones nativas, y 2 pl de las menores de 10kDa,
volumenes que fueron previamente obtenidos en el proceso de filtracion.

Actividad antimicrobiana

Bacterias. Las cepas seleccionadas para evaluar la actividad
antimicrobiana fueron: S. aureus ATCC 25923 (Bacillales:
Staphyloccocaceae), S. aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 43300
(cepa resistente a la meticilina: MRSA, methicillin-resistant S. aureus), S.
pneumoniae ATCC 6303 (Lactobacillales: Streptoccocaceae), E. coli ATCC
26922 (Enterobacterales: enterobacteriaceae), P. aeruginosa ATCC 1744 BAA
(Pseudomonadales: Pseudomonadaceae), Serratia marcescens ATCC 13880
(Enterobacterales: Yersiniaceae) y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
(Enterobacterales: Enterobacteriaceae). Estas cepas se seleccionaron dado
que en ellas no se ha estudiado ampliamente el potencial antimicrobiano de
las excreciones y secreciones.

Pruebas de inhibicion de crecimiento en medio liquido mediante
turbidimetria

Se evalud el potencial antimicrobiano de las excreciones y secreciones
nativas, y de las mayores o menores de 10 kDa, tanto de C. vicina como de
S. magellanica. En la microplaca, se agregaron 100 pl de medio LB como
control, 100 pl de medio con bacteria como control negativo y, como control
positivo, se utilizaron dos antibidticos, gentamicina (10 pg/ml) para bacterias
Gram negativas y estreptomicina-penicilina (10 ug — 10 Ul) para bacterias
Gram positivas; y se adicionaron 50 pl de cada antibiético en 50 pl de medio
con la bacteria seleccionada; para las excreciones y secreciones nativas, y
las mayores o menores de10 kDa, se agregaron 50 pl de cada una a 50 pl de
medio con bacteria.

Las pruebas se practicaron por triplicado, el tiempo de incubacién fue
de 18 horas a 37 °C y la lectura de la absorbancia se hizo a una longitud de
onda de 620 nm. El porcentaje de crecimiento se determiné empleando la
siguiente formula:

Prueba de concentracion inhibitoria minima en medio liquido mediante
turbidimetria

Para la prueba de CIM se hicieron diluciones seriadas de 1:2 a partir
de la concentracién de proteina obtenida de las excreciones y secreciones
mayores de 10 kDa de larvas de tercer estadio. Para las de S. magellanica,
las concentraciones utilizadas en las diluciones respectivas fueron de 1.525,
762,5, 381,25, 190,6, 95,3, 47,6 y 23,8 pg/ml, en tanto que para la mosca C.
vicina fueron de 2.280, 1.140, 570, 285, 142, 71, y 35,5 pyg/ml. Los antibidticos
seleccionados contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas también
se diluyeron en las proporciones seriadas de 1:2.
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Por ultimo, se adicionaron 50 pl de cada dilucidon a 50 pl de medio con la
bacteria seleccionada, para un total de 100 pl en cada pozo. Los controles
positivo y negativo, y el tiempo y la temperatura de incubacion fueron los
mismos descritos en el proceso anterior. Las pruebas se practicaron por
triplicado.

Concentracion efectiva 50 (IC,))

Para obtener el valor de la IC,, se utilizo el logaritmo de las
concentraciones de las excreciones y secreciones menores de 10 kDa de las
dos especies de moscas frente al porcentaje de inhibicién obtenido, con lo
que se generd una grafica (curva dosis-respuesta) cuyos puntos se ajustaron
mediante regresion no lineal a una ecuacion sigmoidal de cuatro parametros.
A partir de esta ecuacién, se calculd la concentracion de las excreciones y
las secreciones tanto de C. vicina como de S. magellanica, para obtener una
inhibicion del 50 % de las bacterias evaluadas.

Andlisis estadisticos

Se construy6 una base de datos con los resultados obtenidos y se hizo el
andlisis estadistico descriptivo correspondiente. Con el programa Stata 12, se
hizo un ANOVA de una via para determinar diferencias entre las excreciones
y secreciones nativas, y las mayores y menores de 10 kDa de C. vicinay S.
magellanica, seguido de la prueba post hoc de Bonferroni para establecer
cual de las variables estudiadas aportaba dicha diferencia.

Asimismo, con la prueba t de Student se evalud si se presentaban
diferencias significativas entre la actividad antimicrobiana de las excreciones
y secreciones nativas, y las menores de 10 kDa de cada una de las especies
de mosca estudiadas.

Los datos se analizaron con un indice de confianza del 95 %, en el cual un
valor de p<0,05 indicaba diferencias significativas. Para determinar si existian
diferencias significativas entre el grado de sensibilidad de las bacterias
frente a las excreciones y secreciones menores de 10 kDa de C. vicina 'y S.
magellanica, se hizo un ANOVA y se practico la prueba post hoc de Bonferroni
con los datos obtenidos de las IC50 y una significacion de p<0,05.

Resultados
Colonizacion y mantenimiento de la colonia

Los especimenes adultos de C. vicina y S. magellanica se mantuvieron
bajo condiciones controladas de laboratorio; las dos especies se adaptaron a
las condiciones fisicas, ambientales y nutricionales establecidas. Las larvas
de tercer estadio de las dos especies se obtuvieron aproximadamente cinco
dias después de la oviposicién. Hubo continuidad del ciclo de vida de las
moscas en varias generaciones, lo cual posibilité el suministro de material
bioldgico en las pruebas correspondientes.

Obtencion y filtracion de excreciones y secreciones larvarias

Para C. vicina 'y S. magellanica, se obtuvieron 15 ml de excreciones y
secreciones nativas a partir de 3.000 larvas, las cuales tuvieron un peso
aproximado de 134,4 g. A partir de 10 ml de las nativas de C.vicinay S.
magellanica, se obtuvieron 6 ml de las menores de 10 kDa y 4 ml de las
mayores de 10 kDa, de cada una de las especies evaluadas.
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Figura 1. Actividad antimicrobiana de las excreciones y secreciones nativas y de las fracciones
obtenidas mediante filtracion (mayores y menores de 10 kDa). La sensibilidad bacteriana se
evalué mediante pruebas de turbidimetria. A. Actividad antimicrobiana contra E. coli (ATCC
26922). B. Actividad antimicrobiana contra S. aureus (ATCC 43300)

Cuantificacion de proteinas

Las excreciones y secreciones nativas y las menores de 10 kDa de C.
vicina, registraron una concentracion de proteinas de 6,764 ug/mly 4,561 pg/
ml, respectivamente, mientras que la concentracion de las de S. magellanica
fue menor en comparacion con la anterior, teniendo en cuenta que para las
nativas fue de 4,674 pyg/ml y, para las menores de 10 kDa, de 4,050 pg/ml.

Actividad antimicrobiana

Andlisis de inhibicion de crecimiento en medio liquido mediante
turbidimetria. Al evaluar la actividad antimicrobiana de las excreciones y
secreciones nativas, y las mayores y menores de 10 kDa de C. vicina contra
S. aureus MRSA y E. coli, se evidencid que las nativas y las menores de 10
kDa registraron una potente actividad antimicrobiana (p=0,000), en tanto que
las mayores de 10 kDa no inhibieron el crecimiento de estas bacterias (figura
1, Ay B), razén por lo cual esta ultima fraccién no se utilizo en las siguientes
pruebas. Ademas, se encontré que las excreciones y secreciones menores
de 10 kDa fueron diferencialmente mas efectivas que las nativas en cuanto a
los resultados obtenidos con E. coli (p=0,040) (figura 1A); sin embargo, en el
caso de S. aureus, no hubo diferencias entre ellas (p=0,217) (figura 1B). En
la especie S. magellanica, los hallazgos fueron similares, pero al contrario
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de C. vicina, se determind que las excreciones y secreciones menores de 10
kDa mostraban diferencias significativas frente a la bacteria S. aureus MRSA
(p=0,006) (figura 1B), en tanto que no hubo diferencias entre las nativas y las
menores de 10 kDa de C. vicina (p=1,000) (figura 1A).

Las excreciones y secreciones nativas y las menores de 10 kDa de C.
vicina, fueron eficaces contra las bacterias Gram negativas (figura 2A) y
Gram positivas evaluadas, excepto para S. pneumoniae ATCC 6303 (figura
2B), siendo las menores de 10 kDa las que mostraron una mayor actividad
antibacteriana comparadas con las nativas (p<0,0226). En la especie S.
magellanica, las nativas y las menores de 10 kDa no tuvieron la capacidad de
inhibir el crecimiento de S. pneumoniae; sin embargo, si se registrd actividad
contra las demas bacterias evaluadas (figuras 2, A y B), siendo la fraccion menor
de 10 kDa mas efectiva que las nativas solo contra las tres cepas de S. aureus
(p<0,0377) y la de P aeruginosa (p=0,0000). Al comparar la actividad de las
menores de 10 kDa de C.vicina 'y S. magellanica, no se registraron diferencias
significativas en ninguna de las bacterias evaluadas (p>0,2897) (figuras 2, Ay B).

** Diferencia muy significativa: p<0,001

Figura 2. Actividad antimicrobiana de las excreciones y secreciones nativas y de las menores de 10 kDa de C.vicinay S.
magellanica. A. Actividad frente a bacterias Gram positivas. B. Actividad frente a bacterias Gram positivas. La sensibilidad
bacteriana se evalué mediante pruebas de turbidimetria.
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Andlisis de la concentracion minima inhibitoria en medio liquido mediante
turbidimetria. Se observd que las concentraciones evaluadas de las
excreciones y secreciones menores de 10 kDa, 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.

Tanto con C. vicina como S. magellanica, la primera dilucion,
correspondiente a una concentracion de 2,280 ug/ml y 1,525 pg/ml,
respectivamente, fue la mas efectiva para inhibir el crecimiento de las
bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Concentracion efectiva 50 (IC,)

El andlisis estadistico evidencio diferencias significativas en la sensibilidad
de cada una de las especies bacterianas evaluadas en presencia de las
excreciones y secreciones menores de 10 kDa de las dos especies de
moscas. En la prueba post hoc de Bonferroni, se observé que las de C.
vicina tuvieron un mayor efecto contra las bacterias Gram negativas, siendo
P, aeruginosa la que aportaba diferencias significativas comparada con las
demas bacterias (p<0,05), en tanto que, para las bacterias Gram positivas,
no hubo diferencias (cuadro 1); en cuanto a las de S. magellanica, se observo
que las diferencias fueron aportadas por bacterias Gram negativas como
K. pneumoniae, P, aeruginosa y S. marcescens (p<0,05) y S. aureus ATCC
43300 (p<0,05) (cuadro 2), lo cual indica que las IC, de las excreciones y
secreciones menores de 10 kDa de esta especie de mosca tienen un amplio
espectro y puso de manifiesto que las menores de 10 kDa de C. vicinay S.
magellanica se comportaron de forma distinta.

Cuadro 1. CIM e IC, de la actividad antimicrobiana de las
excreciones y secreciones menores de 10 kDa de C. vicina
frente a diferentes cepas Gram positivas y Gram negativas

Calliphora vicina

Bacteria CIM pg/ml IC., ug/mi

S. aureus ATCC 6538 2.280 374,11 + 15,52

S. aureus ATCC 25923 2.280 44786 + 47,18

S. aureus ATCC 43300 MRSA 2.280 830,29 + 10,69
E. coli 2.280 756,39 + 27,77

*P. aeruginosa 2.280 153760 + 407,41
K. pneumoniae 2.280 336,77 £ 21,96
S. marcescens 2.280 540,24 + 57,00

* Diferencia significativa: p<0,05

Cuadro 2. CIM e IC,, de la actividad antimicrobiana de las
excreciones y secreciones menores de 10 kDa de S. magellanica
frente a diferentes cepas Gram positivas y Gram negativas

Sarconesiopsis magellanica

Bacteria CIM pg/ml IC,, ug/mi
S. aureus ATCC 6538 1.525 534,50 + 63,36
S. aureus ATCC 25923 1.525 579,38 + 19,95
* S. aureus ATCC 43300 MRSA 1.525 118,95 + 118,95
E. coli 1.525 503,75 + 23,93
*P. aeruoginosa 1.525 264,12 + 264,12
*K. pneumoniae 1.525 320,95 + 8,56
*S. marcescens 1.525 256,50 + 27,29

* Diferencia significativa: p<0,05
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En el presente estudio se demostré que tanto las excreciones y
secreciones nativas, como las menores de10 kDade 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 contra cuatro bacterias Gram negativas, E. coli (ATCC
26922), P. aeruginosa (ATCC 1744 — BAA), S. marcescens (ATCC 13880) y K.
pneumoniae ATCC (ATCC 700603).

Por otra parte, no se registré actividad contra S. pneumoniae ATCC
6303, lo cual podria relacionarse con la proteccién que ofrece la capsula de
lipopolisacéaridos de este microorganismo, el cual seria, probablemente, el
factor de virulencia mas importante, pues previamente ha exhibido actividad
antifagocitica, ha disminuido la autdlisis y ha reducido la exposicion a los
antibidticos (20).

En cuanto a los resultados obtenidos a partir de las cepas de S. aureus
evaluadas, se observo que el potencial antimicrobiano de las excreciones
y secreciones menores de 10 kDa de C. vicina y de S. magellanica, guardd
semejanza con lo hallado en un estudio previo en el que se demostrd
actividad antibacteriana significativa de la fraccion menor de 500 Da aislada
de las excreciones y secreciones de L. sericata contra un amplio espectro de
cepas de S. aureus MRSA (21).

Sin embargo, la fraccion mayor de 10 kDa aislada de C. vicinay S.
magellanica no inhibio el crecimiento bacteriano, lo cual coincide con
lo reportado para la fraccién mayor de 10 kDa de L. sericata (13), lo que
significaria que las moléculas que se encuentran en rangos de bajo peso
molecular son las que realmente poseen actividad antimicrobiana; de hecho,
en investigaciones previas se ha reportado que los péptidos antimicrobianos,
como la lucifencina (aislada y purificada de L. sericata), se encuentran en un
rango de peso molecular de 0,5 a 10 kDa (22).

Ademas, en el presente estudio se observd inhibicion significativa de
las excreciones y secreciones nativas contra S. aureus, siendo similar a
los resultados obtenidos en estudios anteriores en los que se observo una
potente actividad de las de S. magellanica contra diferentes cepas de S.
aureus a partir de las pruebas de turbidimetria (15).

Contra las bacterias Gram negativas, la duracion y potencia de la actividad
antibacteriana fue diferente a lo reportado en algunos estudios previos. En
el presente trabajo, se observé que las excreciones y secreciones nativas y
las menores de 10 kDa de C. vicina y S. magellanica, exhibieron actividad
contra P aeruginosa hasta las 18 horas de evaluacion, en tanto que, en un
estudio previo, se reportd que, en la prueba de unidades formadoras de
colonia (UFC), las excreciones y secreciones nativas de la especie C. vicina
inicialmente redujeron el nimero de colonias, pero después de 8 horas
nuevamente hubo crecimiento de la bacteria (16).

Por otro lado, las excreciones y secreciones nativas y las menores de 10
kDa, inhibieron significativamente el crecimiento de S. marcescens durante
18 horas, pero en otro estudio se reportd que las nativas de C. megacephala
y C. putoria solo mantuvieron su potencial antimicrobiano durante las
primeras 6 horas de las 22 horas de estudio (17).
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Por ultimo, las excreciones y secreciones nativas y las menores de 10 kDa
tanto de C. vicina como de S. magellanica, presentaron actividad contra K.
pneumoniae, en tanto que las nativas de L. sericata estudiadas no inhibieron
la bacteria en la prueba de difusion en disco (14). En cuanto a E. coli, en la
prueba de UFC, en la de difusién en disco y en la turbidimetria de los estudios
ya mencionados, los resultados fueron similares, ya que las excreciones
y secreciones evaluadas demostraron potencial actividad antimicrobiana
independientemente de la especie de mosca estudiada (14,16,17).

Los resultados del presente estudio que no concuerdan con
investigaciones previas (14,16,17) podrian explicarse al considerar otras
variables, por ejemplo, las diferentes técnicas utilizadas para evaluar la
actividad antimicrobiana: en el presente estudio, se evalud la actividad
antibacteriana mediante turbidimetria porque se considera que tiene mayor
sensibilidad que otras técnicas frecuentemente usadas. Otros posibles
factores que pudieron influir en los resultados incluyen el nimero de larvas
utilizadas y el pretratamiento con las cepas bacterianas en las larvas, el
cual pudo haber aumentado la concentracién de moléculas con propiedades
antibacterianas de las excreciones y secreciones larvarias (15).

En los ensayos de CIM se observo que las excreciones y secreciones
menores de 10 kDa de las dos especies de moscas evaluadas exhibieron
actividad antimicrobiana frente a las bacterias Gram positivas y Gram
negativas. En la IC,, se encontraron algunas diferencias en la inhibicion
del crecimiento de las bacterias, evidenciandose que las excreciones y
secreciones menores a 10 kDa de S. magellanica tenian un amplio espectro,
en tanto que las de C. vicina tuvieron una mejor actividad contra las bacterias
Gram negativas. En estudios previos, se ha sugerido que las bacterias Gram
positivas son mas sensibles a las excreciones y secreciones larvarias y que
las bacterias Gram negativas requieren mayores concentraciones para su
inhibicién (23,24), aunque algunos autores sugieren lo contrario (16,17), por lo
gue son necesarios mas estudios que conduzcan a resultados concluyentes.

Por otro lado, a pesar de que las excreciones y secreciones menores
de 10 kDa de C. vicina y S. magellanica presentaron una potente
actividad antimicrobiana, esta actividad no fue bactericida; es por esto
que la combinacién de excreciones y secreciones larvarias con agentes
antimicrobianos podria tener un mayor potencial terapéutico (24,25) y
constituirse en una alternativa para el tratamiento de infecciones causadas
por bacterias resistentes a los antibidticos (26). Es importante resaltar que la
combinacion sinérgica de las excreciones y secreciones con los antibidticos
puede retrasar el desarrollo de mecanismos de resistencia (27).

Ademas, en algunos de los componentes antimicrobianos de las
excreciones y secreciones larvarias se han registrado compuestos alcalinos,
como carbonato de amonio, calcio, alantoina y urea, los cuales tienen accion
sobre el crecimiento microbiano (11). Ademas, metaloproteinasas de matriz
(MMP) como la quimiotripsina, tienen efecto inhibitorio sobre la formacion de
biopeliculas, y la desoxirribonucleasa (ADNsa) impide tanto el crecimiento
bacteriano como la formacién de biopeliculas (7).

Por otro lado, los péptidos antimicrobianos, importantes componentes de
las excreciones y secreciones larvarias, actuan como mecanismo de defensa
del huésped, poseen un potente poder bactericida y tienen la capacidad de
neutralizar toxinas (28). En estudios previos, se han aislado, caracterizado
y evaluado dos péptidos antimicrobianos de las excreciones y secreciones
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larvarias de S. magellanica, los cuales demostraron una potente actividad
antimicrobiana (29,30). No obstante, es importante continuar estudiando las
propiedades de las excreciones y secreciones larvarias de S. magellanica y
C. vicina, puesto que podrian ser utiles por separado o de forma sinérgica
para el desarrollo de potenciales farmacos o para la produccion de nuevos
agentes antiinfecciosos que, entre otras funciones, tendrian aplicacién
terapéutica tdpica en heridas crénicas, por ejemplo, aquellas asociadas a
ulceras diabéticas. Por ello, la purificacion y la produccién en masa de tales
péptidos son de maxima prioridad.

Se ha evidenciado que, ademas de su potente poder antimicrobiano, las
excreciones y secreciones larvarias de los califéridos también tienen actividad
antifungica (31,32), antiparasitaria, antiinflamatoria (33), y procoagulante
(34,35), lo cual aumenta positivamente el interés en estas especies de moscas.

Todos estos hallazgos sugieren que las propiedades de los componentes
de las excreciones y secreciones larvarias derivadas de estas especies de
moscas necrofagas son potencialmente promisorias para el aislamiento y
desarrollo de agentes antimicrobianos. En resumen, se demostré que las
excreciones y secreciones nativas y las menores de 10 kDa de larvas de
las especies C. vicina y S. magellanica, exhibieron una potente actividad
antibacteriana contra tres cepas de S. aureus y cuatro bacterias Gram
negativas, siendo las excreciones y secreciones menores de10 kDa mas
efectivas que las nativas en las dos especies de moscas evaluadas. Las
excreciones y secreciones menores de 10 kDa presentaron la misma
efectividad, excepto cuando se determin¢ la IC,, pues se observo que las
excreciones y secreciones de la especie S. magellanica tenian un amplio
espectro de accion, en tanto que las de C. vicina tenian un mayor potencial
frente a bacterias Gram negativas.
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