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RESUMEN

En la actualidad el tratamiento de heridas es un problema de salud publica
importante y se encuentra estrechamente relacionado con las bacterias que
colonizan las heridas, produciendo infecciones y complicaciones graves para el
paciente, un factor predominante es la resistencia que presentan las bacterias a
diferentes antibioticos, catalogado como un problema a nivel mundial por la OMS
planteando la necesidad de buscar alternativas para tratar este problema, es por
ello que el presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de la actividad
antibacteriana de exudados de larvas de moscas L. sericata y L. cuprina contra
bacterias causantes de infecciones en heridas in vitro, se obtuvieron exudados de
las larvas de ambas especies de segundo y tercer estadio, L. sericata presentd
actividad inhibitoria contra las principales bacterias colonizadoras de las heridas, los
halos inhibitorios generados contra S. pyogenes ATCC 19615 presentaron
diferencias estadisticamente significativas contra los halos de P. aeruginosa ATCC
27853, S. agalactiae y E. coli ATCC 23922, respecto a los halos de los exudados
de L. cuprina generados contra S. pyogenes ATCC 19615 presentaron diferencias
estadisticamente significativas contra el resto de las bacterias, se utilizaron los
exudados de ambas especies contra 10 cepas de bacterias aisladas de importancia
clinica con resistencia a diferentes antibiéticos mostrando actividad inhibitoria contra
todas, de igual manera se identificaron mediante una electroforesis de proteinas 11
fracciones proteicas en los exudados de L. sericata y 7 en los exudados de L.
cuprina, los exudados de ambas especies de larvas presentaron actividad inhibitoria
contra las bacterias comunmente aisladas de heridas y aislados de pacientes,
compartiendo fracciones proteicas de 22.2 a 78.7 kDa relacionados con la actividad
inhibitoria de las larvas, sin embargo, los exudados de L. sericata fueron superiores
en cuanto al tamafio de los halos y el nimero de bacterias contra las que presento
actividad inhibitoria, los exudados de ambas especies de larvas demostraron ser un
una alternativa contra bacterias que provocan infecciones y complicaciones en las

heridas y contra la resistencia bacteriana de aislados clinicos.



ABSTRACT

Currently, wound treatment is an important public health problem and is closely
related to the bacteria that colonize wounds, causing infections and serious
complications for the patient, a predominant factor is the resistance that bacteria
present to different antibiotics, cataloged as a problem worldwide by the WHO,
raising the need to seek alternatives to treat this problem, which is why the present
study aimed to determine the effect of the antibacterial activity of exudates of larvae
of flies L. sericata and L. cuprina against bacteria that cause wound infections in
vitro, exudates from the larvae of both second and third stage species were obtained,
L. sericata presented inhibitory activity against the main wound colonizing bacteria,
inhibitory halos generated against S. pyogenes ATCC 19615 presented statistically
significant differences against the halos of P. aeruginosa ATCC 27853, S. agalactiae
and E. coli ATCC 23922, with respect to the halos of the exudates of L. cuprina
generated against S. pyogenes ATCC 19615 presented statistically significant
differences against the rest of the bacteria used the exudates of both species against
10 strains of clinically important isolates with resistance to different antibiotics
showing inhibitory activity against all of them, similarly, 11 protein fractions were
identified by protein electrophoresis in the exudates of L. sericata and 7 in the
exudates of L. cuprina, the exudates of both species of larvae presented inhibitory
activity against the bacteria commonly isolated from wounds and isolates from
patients, sharing protein fractions of 22.2 to 78.7 kDa related to the inhibitory activity
of the larvae, however, the exudates of L. sericata were superior in terms of the size
of the halos and the number of bacteria Against those that present inhibitory activity,
the exudates of both species of larvae proved to be an alternative against bacteria
that cause infections and complications in wounds and against bacterial resistance

of clinical isolates.
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1. INTRODUCCION

El manejo de heridas es de suma importancia en el mundo y constituyen un
problema de salud publica, en Latinoamérica el problema se agrava principalmente
por el gran numero de personas con obesidad y diabéticos quienes son mas
susceptibles a presentar lesiones (Contreras Ruiz, 2013). Tal motivo genera un
importante gasto econémico que puede percibirse por la informacion generada por
159 unidades médicas en México que reportan un total de 36,022 casos de heridas
que ocasionan un gasto aproximado de $46,563,070.73 en tratamientos
ambulatorios y de $1,864,124,436.89 en los pacientes que requieren ser
hospitalizados (Vela et al., 2018). Las heridas pueden ser generadas por algun
agente fisico o quimico que provoca una lesién en la piel (Salem et al., 2000), misma
gue puede ser colonizada por diferentes microorganismos como bacterias u hongos
gue por mala respuesta al tratamiento o por problemas del hospedero se agravan,
lo que puede ocasionar problemas en la cicatrizacion y de manera consecuente en
la recuperacion de la herida, ademas de complicaciones en los pacientes
(Castellanos et al., 2014; Medina-Ochoa et al., 2018). El empleo de antimicrobianos
para el tratamiento de heridas es la practica mas comun, sin embargo, en los ultimos
afos el empleo indiscriminados de estos compuestos ha ocasionado la seleccion
de multiples mutantes resistentes a diferentes antimicrobianos lo cual ha conducido
a nivel mundial a que el manejo de los procesos infecciosos resulte complicado por
lo que cada vez se requiere de compuestos mas costosos y con mayores efectos
colaterales en el paciente (Fernandez et al., 2003, Alés, 2015, Gonzéles et al., 2019
y Giono-Cerezo et al., 2020). Numerosas Yy diferentes especies de bacterias como
Staphylococcus aureus (Zendejas et al., 2014; Giono-Cerezo et al., 2020),
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae (Daza, 1998) y Pseudomonas
aeruginosa son comunmente aisladas de heridas clinicas infectadas y no infectadas
(Lyczak et al., 2000; Edwards y Harding, 2004; Lujan, 2014; Giono-Cerezo et al.,
2020), Escherichia coli es principalmente aislada de infecciones intrahospitalarias
(Pérez et al., 2012), es importante sefialar que todos estos microorganismos son
resistentes a diferentes antimicrobianos, ante la dificultad para el manejo adecuado

de las infecciones la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) plantea la importancia
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en cuanto a la utilizacién adecuada de los antibi6ticos para prevenir la probleméatica
de la resistencia bacteriana y tratar las infecciones provocadas por los
microorganismos, ademas de buscar nuevas alternativas para el tratamiento y
control de las infecciones. A lo largo del tiempo y para el tratamiento de las heridas
infectadas se han retomado algunos tratamientos alternativos que ayudan al control
de la infeccion y a la cicatrizacién de las heridas (Rodriguez y Gonzalez, 2011),
entre estos la utilizacion de larvas de mosca (larvaterapia) de las familias
Calliphoridae, Lucillia sericata han demostrado gran eficacia para el manejo de
diversas lesiones de la piel (Sherman et al., 2000; Figueroa et al., 2007; Sherman,
2009; Téllez et al., 2012; Jimenez et al., 2013;), considerandola como una opcién
terapéutica muy valorada (Sanchez et al., 2004). El beneficio de la terapia se
relaciona en parte con los exudados que genera la larva al estar en contacto con la
herida. Si bien no todas las especies de larvas de mosca son aptas para esta terapia
(Jimenez et al., 2013; Sherman, 2009), en afios recientes el estudio de los exudados
de las larvas de mosca han tomado gran importancia y se ha reportado que algunas
especies como Cochliomyia macellaria (Masiero et al., 2017) y Lucilia cuprina (Arora
et al., 2010) pueden presentar sustancias inhibidoras de bacterias (Chan et al.,
2007).

Las infecciones en las heridas provocadas principalmente por bacterias y la
resistencia a antibidticos que se genera constantemente en todo el mundo
representan un grave problema en salud, el presente estudio tiene el objetivo de
determinar el efecto de la actividad antibacteriana de exudados de larvas de moscas

L. sericata y L. cuprina contra bacterias causantes de infecciones en heridas in vitro.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Heridas

El manejo de heridas es de suma importancia en el mundo ya que constituyen un
problema de salud publica, generando un importante gasto econémico (Vela et al.,
2018). El conocimiento acerca del tema se ha ido incrementando, existiendo
muchas clasificaciones de las heridas, una manera adecuada para distinguirlas es
la clasificacion de heridas agudas, las cuales presentan un tiempo de evolucion de
30 dias y las heridas crénicas que no siguen un proceso de cicatrizaciéon normal y
que llegan a provocar Ulceras (Jiménez, 2008), para llevarse a cabo pasa por una
fase de inflamacién que dura de 3 a 6 dias, seguido de la fase de proliferacion de 4
a 14 dias y por ultimo la fase de remodelacion que comienza del dia 8 hasta 1 afio
(Castellanos et al., 2014), existen tres tipos de cicatrizacion: primaria o por primera
intencion; es la ideal, en la que no existe secrecion, es muy breve y con una minima
formacién de cicatriz, secundaria o por segunda intencion; donde la herida no llevé
un tratamiento pronto y adecuado en la cual ha pasado tiempo y se encuentra muy
sucia, por ultimo la terciaria o por tercera intencion que es una herida muy

contaminada o en tejidos muy traumatizados (Salem et al., 2000).
2.2 Larvaterapia

En los ultimos afios se han buscado alternativas para el tratamiento de heridas,
retomando algunas tratamientos como la larvaterapia (Sherman, 2009; Jiménez et
al., 2013) la cual utiliza larvas y las sustancias que generan al estar en contacto con
la herida, resultando superior en el control de cargas bacterianas y ayudando a la
cicatrizacion de la herida en comparacién con antimicrobianos o técnicas como el
desbridamiento quirurgico (Contreras-Ruiz et al., 2016), la larvaterapia se le atribuye
al cirujano William S. Baer quien fue el primero en observar y estudiar las mejoras
gue presentaban las heridas en soldados que llegaban con lesiones del campo de
batalla, colonizadas con larvas de moscas, los cuales presentaban resultados
favorables en la cicatrizacion, a diferencia de aquellos que llevaban algun
tratamiento (Baer, 2011). Las larvas de mosca L. sericata (Fig. 1) de la familia

Calliphoridae son las utilizadas para este tratamiento, colocando de 5 a 8 larvas por
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cm?de 2 a 4 mm sobre la herida (Fleischmann, et al., 2004) ayudando de manera
general con el desbridamiento, desinfeccion y muerte bacteriana, estimulacion,

granulacion y reparacion de la herida (Kerridge et al., 2005).

Larva ll

Adult (Imago)

Pupa

Figura 1. Ciclo de vida de la mosca L. sericata, puede llegar a durar de 27 a 33
dias en 6ptimas condiciones (tomado de Fleischmann, 2004).

2.3 Resistencia de las bacterias a los antibidticos

Los antibioticos dentro del area de la medicina son de gran importancia para
combatir bacterias ya que gracias a estos se han salvado millones de vidas, sin
embargo, una de las causas de este problema es la resistencia bacteriana que se
genera por el uso desmedido o masivo de los antibitticos, las bacterias han llegado
a desarrollar una seleccion natural lo cual les ha permitido poder sobrevivir en esas
condiciones (Arco, 2014; Alés, 2015). La resistencia bacteriana no es un problema
Gnicamente para el ser humano, ya que los antibiéticos también se implementan

dentro de los programas de alimentacion de ganado y aves de corral para evitar
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enfermedades intestinales-infecciosas ocasionadas por bacterias presentes en los
animales, previniendo asi una alta mortalidad en las producciones de estos, ante
esta situacion se considera un problema a nivel mundial (Cromwell, 2002; Gonzéles
et al.,, 2019). Las bacterias han desarrollado dos tipos de resistencia a los
antibiéticos, de una manera natural o intrinseca que al presentarse ayuda a todas
las bacterias pertenecientes a esa especie a soportar algun tipo de antibiético y por
resistencia adquirida que se genera a través de mutaciones (Fernandez et al.,
2003).

2.4 Bacterias

Las bacterias son microorganismos principalmente causantes de enfermedades
infecciosas y agentes contaminantes (Berlanga y Guerrero, 2017), existe una gran
diversidad de bacterias que podemos encontrar, sin embargo en la actualidad
algunas en especifico han presentado resistencia a antibiéticos, como la penicilina
con una resistencia incluso del 100% (Baquero et al., 1995), las bacterias son una
de las causas mas importantes en problemas de pacientes con heridas cronicas
(Edwards y Harding, 2004),ejemplos de ellos son Streptoccoccus sp. quienes
destruyen los tejidos de una forma muy rapida, por otra parte podemos encontrar
especies de bacterias como S. aureus cuando el tiempo de evolucion de la herida
€S menor a cuatro semanas y cuando esta es mayor existe presencia de

Pseudomonas sp (Contreras Ruiz, 2013).

El género Staphylococcus poseen una gran capacidad de adaptacién, es asociada
con enfermedades transmitidas por alimentos y resistente a la penicilina (Zendejas
et al.,, 2014). S. aureus es una especie gram positiva y de las mas patdgenas
(Jaradat et al., 2020) es una de las especies con mayor importancia en las heridas
debido a que invaden tejidos cutaneos y colonizan las superficies, llegando a

sobrevivir en condiciones adversas (Daza, 1998; Giono-Cerezo et al., 2020).

S. pyogenes es una bacteria gram positiva que provoca infecciones de la piel y
tejidos blandos (Bartolomé-alvarez et al., 2014) y de la faringoamigdalitis, se adhiere
ya sea a la piel o a la mucosa faringea, es transmitido por contacto directo,

secreciones respiratorias 0 saliva, presentan resistencia ante sulfamidas,
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tetraciclinas, cloranfenicol, macrolidos y lincosamidas. (Rivera, 1998; Zendejas et
al., 2014)

S. agalactiae es una bacteria gram positiva presente en diferentes heridas
infecciosas, como de pie diabético e infecciones subcutaneas (Martin et al., 2006;
Jaramillo et al., 2018; Medina-Ochoa et al., 2018) en neonatos y en mujeres durante
el embarazo, puede ser agente causal de neumonias, meningitis, infecciones de
heridas en la piel etc., se han descrito resistencias a la tetraciclina y resistencias
leves contra penicilina, sin embargo, aun conserva su sensibilidad (Valls et al., 2008;
Zendejas et al., 2014).

P. aeuroginosa es una bacteria gram negativa, una de las principales bacterias
presentes en diversas heridas infecciosas del cuerpo humano (Lopez et al., 2013;
Medina-Ochoa et al., 2018), incluso en condiciones adversas en el medio ambiente,
es la quinta causa mas frecuente en infecciones en general a nivel mundial y
presenta resistencia intrinseca a ampicilina, cefazolina, cefuroxima y &acido
nalidixico (Lujan, 2014; Zendejas et al., 2014; Paz et al., 2019; Giono-Cerezo et al.,
2020).

2.5 Alternativas contra bacterias.

Debido a la problemética con respecto a la resistencia bacteriana es importante
buscar nuevas alternativas para encontrar una solucion, que sea eficiente y de bajo
costo para su produccion, de igual manera existen diferentes tratamientos
alternativos que se utilizan junto con los antibiéticos para tratar las heridas
(Castellanos et al., 2014), como los exudados de larvas de mosca que en conjunto
podrian presentar mejores resultados para el tratamiento de algunas bacterias y asi
evitar unicamente la utilizacién de los antibidticos (Cazander, et al., 2010; Van der
plas, et al., 2010).

En la actualidad los insectos han tomado gran importancia siendo fundamentales
en la busqueda de diversos compuestos como péptidos antimicrobianos que se
sintetizan principalmente en los cuerpos grasos y las células sanguineas de los

insectos (Huan, et al. 2020) y que puedan ser utilizados como alternativas contra la
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proliferacion de las bacterias que provocan diferentes enfermedades o infecciones,
por ello se busca la utilizacion de los productos generados por los insectos, como la
apitoxina que generan las abejas Apis mellifera y que presentan un gran potencial
sobre bacterias presentes en la cavidad bucal de los seres humanos (Leandro et
al., 2015) o los exudados obtenidas de las larvas de moscas que presentan actividad

inhibitoria contra algunas bacterias (Van der Plas et al., 2008; Choi et al., 2012).

Los Dipteros han sido de gran importancia en diferentes estudios debido a los
compuestos que se encuentran o que generan en sus estadios larvarios, como la
obtencion de aceites de alta calidad (Saviane et al., 2021), hemolinfa y exudados
(Zhen, et al., 2013, Giraldo., 2014 y Correa et al., 2019), existiendo diferentes
métodos para la estimulacion de las larvas (Lee, et al., 2020) tratando de obtener
compuestos con mejores resultados en cuanto a la efectividad de los exudados
(Arora, et al., 2010).

La familia Calliphoridae es la mas estudiada, principalmente los exudados de L.
sericata debido a la relacion de la especie con su utilizacién en la larvaterapia, se
han identificado algunos compuestos con actividad inhibitoria contra bacterias gram
positivas y gram negativas, utilizando principalmente exudados que contienen
compuestos de bajos pesos moleculares (Bexfield, et al., 2008, Zhen, et al., 2013,
y Novoa-Palomares, et al., 2022), dentro de los cuales se han reportado péptidos
relacionados con la inhibicion de algunas bacterias existiendo diferencia entre la
actividad inhibitoria de bacterias gram positivas y gram negativas (Kruglikova, et al.,
2011) y péptidos de bajos pesos moleculares ya caracterizados como la lucifensina
(Cerovsky, et al., 2010, Velachova, et al., 2014) y lucifensina Il (El Shazely, et al.,
2014).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tratamiento de heridas e infecciones nosocomiales constituye un problema de
salud publica importante, principalmente por los microorganismos que pueden
presentarse y colonizar las heridas complicando el tratamiento, ademés de otros
factores como la desatencion de la herida, enfermedades que pueden llegar a
complicar aun mas el problema, los altos costos econdémicos que genera su
tratamiento en México y el mundo, y principalmente la resistencia a antibiéticos, que
presentan las bacterias al estar en contacto con estos compuestos y poder
sobrevivir en estas condiciones, los antibidticos representan el tratamiento mas
utilizado para tratar heridas debido a la eficacia que tenian para eliminar bacterias,
sin embargo, por el uso desmedido esto se ha convertido en un problema a nivel
mundial y es necesario encontrar nuevas alternativas para tratar esta problematica,
contra bacterias que provocan infecciones en heridas y que constantemente son

resistentes a diferentes antibioticos.
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4. JUSTIFICACION

Las complicaciones en las infecciones de heridas provocadas principalmente por
bacterias con resistencia a antibiéticos representa un problema grave en salud, el
presente estudio tiene la finalidad de comparar el efecto que pueden presentar los
exudados de las larvas de mosca L. sericata (especie utilizada principalmente en
la larvaterapia), y larvas de L. cuprina contra bacterias infecciosas, si bien la primer
especie cuenta con informacion al respecto, la segunda aun cuentan con poca
informacion acerca del tema, es importante conocer el efecto de los exudados para
tener alternativas contra el problema de resistencia bacteriana, S. aureus, S.
pyogenes, S. agalactiae, E. coliy P. aeruginosa son bacterias cominmente aisladas
de heridas y actualmente en muchos de los casos no logran ser controladas con
antibioticos debido a la resistencia bacteriana que pueden llegar a presentar, por
ello se han retomado tratamientos alternativos como la larvaterapia que ha
demostrado ser una terapia con grandes resultados mejorando las condiciones de
las heridas en los pacientes, los cuales en la mayoria de los casos no existia
alternativa mas que la amputacion de alguna extremidad debido a la gravedad de
la infeccion, sin embargo, se conoce poco acerca de los exudados que segregan
las larvas y que estan relacionados con el mejoramiento de la herida y la eliminacién

de la carga bacteriana con los diferentes compuestos que posee.
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5. HIPOTESIS

HI: Los exudados de las larvas de moscas L. sericata y L. cuprina presentaran
actividad inhibitoria contra las cepas bacterianas que son relacionadas cominmente

con infecciones de heridas.

HO: Los exudados de las larvas de mosca L. sericata y L. cuprina no presentaran
actividad inhibitoria contra las cepas bacterianas que son relacionadas cominmente

con infecciones de heridas.

20



6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Determinar el efecto de la actividad antibacteriana de exudados de larvas de

moscas L. sericata y L. cuprina contra bacterias causantes de infecciones en heridas
in vitro.

6.2 Objetivos especificos

e Caracterizar las propiedades fisicas de los exudados generados por las
larvas de moscas en condiciones no controlada para su produccion.

e Conocer la concentracion de proteinas de los exudados de las larvas de
moscas.

e Conocer la actividad antibacteriana de los exudados y la susceptibilidad de

las bacterias causantes de infecciones en heridas y aislados clinicos
mediante la aplicacién de antibiogramas.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material biolégico

La colonia de larvas de mosca L. sericata y L. cuprina fueron obtenidas del criadero
del laboratorio de larvaterapia México, que sirvié para comenzar la produccion. Las
cepas bacterias ATCC (S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, S.
pyogenes ATTC 19615, E. coli ATCC 25922) y aislados de importancia clinica (P.
aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Klebsiella aerogenes, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, E. coli, S. aureus, 2 cepas de Proteus mirabillis y Citrobacter
freundii) fueron obtenidas del cepario del laboratorio de patogenicidad bacteriana
de la Unidad en Investigacion Basica y Clinica en enfermedades Infecciosas del
Hospital Infantil de México, Federico Gémez.

7.2 Ubicacion espacio temporal

La parte experimental se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de
patogenicidad bacteriana de la Unidad en Investigacion Béasica y Clinica en
enfermedades Infecciosas del Hospital Infantil de México, Federico Gomez, de la
Ciudad de México, Calle Doctor Marquez 162 Delegacion:, Doctores, Cuauhtémoc,
06720 Ciudad de México, CDMX, en un periodo de febrero a agosto del 2022.

7.3 Produccién de moscas

El mantenimiento de las crias de las diferentes especies se llevé a cabo de acuerdo
a la metodologia propuesta por Masiero et al., (2019) con algunas modificaciones
(tamafio de la jaula, alimento y temperatura), dentro de una jaula de acrilico (40 cm
x 40 cm) a las moscas adultas se les proporcion6 agua y azucar constantemente
para su alimentacion y fueron mantenidas a temperatura ambiente de 20.2 °C. Para
la ovoposicion se colocaron dentro de las jaulas una porcion de higado de res (50
gr), una vez obtenido los huevos fueron colocados en vasos transparentes con

capacidad de 1 litro con aserrin, una vez eclosionado los huevos, a las larvas se les

22



agreg6 150 gr de higado de res que sirvio como alimento para sus etapas larvales

hasta llegar al estadio de pupa y posteriormente a adulto.

7.4 Obtencion de exudados de larvas

Se realizaron ensayos para la obtencién de los exudados (Fig. 3 y 4) utilizando
diferentes cantidades de larvas de L. sericata (400 y 1,000) de segundo y tercer
estadio para determinar el nimero adecuado de larvas en relacion a la cantidad de

exudados generados.

Las larvas fueron enjuagadas con diferentes soluciones, de acuerdo con lo descrito
por Cruz-Saavedra et al., (2016) primero con hipoclorito de sodio al 0.5% seguido
de formaldehido al 5% y dos ultimos enjuagues con solucién de agua salina, una
vez secas se utilizaron diferentes métodos para la obtencion de los exudados
(Bexfield et al., 2004; Arora et al., 2010; Cruz-Saavedra et al., 2016) con ligeras
modificaciones (Fig. 5), las larvas fueron colocadas dentro de un tubo de coleccion
de 50 ml de capacidad, posteriormente se afadié agua estéril (200 pl/ 25 larvas) e
incubadas dentro de una estufa (Riossa) durante 1 hora y media a 37 °C en
obscuridad, con la finalidad de inducir estrés y producir exudados (Fig. 2),
posteriormente las larvas fueron retiradas del tubo, el liquido fue extraido con la
ayuda de una jeringa estéril, distribuido en tubos eppendorf y centrifugados
(Centrifuga refrigerada velocity 14 R) a 13,000 g a 4 °C durante 10 minutos para
remover las particulas de materia contaminantes que pudieran estar presentes en
el liquido, se tomd Unicamente el sobrenadante sin remover la pastilla formada en
el fondo y esterilizada con la ayuda de un filtro (FILTROPUR S 0.2 um, MBS/PES)
y posteriormente distribuido en tubos de coleccion de 1.5 ml estériles, los cuales

fueron mantenidos a -70° C hasta su utilizacién.
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Figura 2. Incubacién de las larvas.

Figura 4. S/E de 1,000 larvas de mosca L. sericata.
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Figura 5. Pasos detallados de la metodologia utilizada para la obtencion de los exudados de
larvas de mosca L. sericata y L. cuprina
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7.5 Identificacion de bacterias

Para la identificacion las bacterias de referencia fueron aisladas en medios
selectivos y diferenciales, se realizaron descripciones de las formas vegetativas y
pruebas bioquimicas (Fig. 6 A,B) de acuerdo con el manual de MacFaddin, (2003)
para cada una de las especies, S. aureus (cocos, gram +, agrupado en racimos,
urea +y coagulasa +), P. aerugionosa ( bacilos gram —, catalasa +, oxidasa -, citrato
+, H2S -, Indol — Movilidad +, TSI alcalino/alcalino), E. coli (Bacilos gram -, oxidasa
-, citrato -, gas + H2S -, Indol +, lactosa + urea -) y S. pyogenes ( cocos gram +
agrupados en cadena, resistente a sulfametaxazol, sensible a bacitracina, KOH —,
peréxido de hidrogeno —, Sorbitol —, threalosa +, lactosa +) posteriormente cada una
de las especies se conservaron en gelosa especial (Fig. 6 C) y resembradas en agar
sangre al momento de su utilizacion en la prueba de sensibilidad.

Figura 6. A Y B: Pruebas bioquimicas para la
identificacion de bacterias. C: Conservacion de
las cepas bacterianas previamente identificadas.
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7.6 Concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas de los exudados de cada una de las especies se
determind mediante el método de Bradford (1976), se realizaron curvas de
calibracion de albumina de suero bovino (Kit Il, nimero de catalogo 500-0002) con
rangos de concentracion de 8 pg/ml a 80 pug/ml, de igual manera se realizaron
diluciones (1/10, 1/20, 1/40, 1/80 y 1/160) con agua estéril de los exudados,
posteriormente se colocaron 160 ul de cada dilucién en placas de 96 pocillos y 40
pl de reactivo de Bradfor (Bio-Rad Protein Assay), con una lectura a una longitud de

onda de 595 nm en un espectrofotometro (epoch biotek).

7.7 Prueba de sensibilidad

Se utilizaron dos técnicas para observar actividad inhibitoria de los exudados de L.
sericata, la primera consisti6 en la impregnacion de discos de papel filtro
previamente esterilizados de 8 mm de diametro, colocando 40 ul de los exudados
sin diluir y con diferentes diluciones (1/10, 1/100, 1/1,000, 1/10,000, 1/100,000,
1/1,000,000), la segunda técnica consistio en la perforacion de pequefios pozos en
el agar con la ayuda de un sacabocados estéril y la colocacién de los exudados

directamente en ellos.

La sensibilidad antimicrobiana se determiné mediante el método de Kirby Bauer,
tomando muestras de las cepas bacterianas e inoculando por separado cada una
en tubos de ensayo con caldo triptona soja (Oxoid), ajustado a 0.5 en la escala de
McFarland para controlar la concentracion bacteriana del inoculo, con la ayuda de
un isopo estéril se tomod una muestra y se realiz6 un sembrando en forma de césped
sobre las placas de agar Mueller Hinton (Dibico, México) y agar Infusién Cerebro

Corazon (Dibico, México).

Los discos impregnados con los exudados y las diferentes diluciones fueron
colocados sobre las placas inoculadas con las bacterias, para la segunda técnica
una vez sembrada las bacterias se realizaron perforaciones de 8 mm de diametro

sobre las placas de agar con la ayuda de un sacabocados en condiciones estériles

27



y colocando 50 pl y 100 ul dentro de los pozos para cada placa, una vez absorbida
las S/E las placas fueron colocadas dentro de una estufa (Riossa) a 37 °C, durante
24 horas y posteriormente fueron tomadas las medidas de los halos generados en
las diferentes placas. Todo se realizd con cuatro repeticiones y como control se
utilizaron muestras de los enjuagues de las larvas para descartar la posibilidad de
que la actividad bacteriana estuviera influenciada por restos de hipoclorito y

formaldehido.
7.8 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida se realiz6 por el método de Laemmli
(Laemmli and Favre, 1973) usando un gel de gradiente 15% con 10 pozos,
colocando 6.24 ug de proteinas de los exudados de L. sericata, L. cuprina y dos
primeros enjuagues antes de obtener los exudados, con un marcador de peso
molecular (MPM= Estandar de proteinas pretefiidas PageRuler™ Plus, de 10 a 250
kDa), los geles se corrieron dentro de una cadmara de electroforesis a 100 volts hasta
pasar el gel revelador y posteriormente se corrio a 150 volts por 60 minutos.
Posteriormente el gel se colocé toda la noche en un recipiente con azul de
coomassie y para destefiir el excedente se utilizd6 una solucion destefiidora,
posteriormente el gel fue fotografiado con un fotodocumentador (BIO-RAD
ChemiDoc XRS+) y analizado con el software Image Lab de BIO-RAD.

7.9 Transferencia de proteinas Western Blot (WB)

Unas vez identificadas las bandas proteicas de los exudados de las larvas se
volvieron a preparar geles de poliacrilamida con el fin de transferir las bandas de
proteinas a una membrana de transferencia de nitrocelulosa (Amersham™
Protran™ 0.45 ym NC) con la técnica Western Blot, colocando los geles entre
membranas porosas realizando un sandwich el cual fue colocado en una cdmara de
electroforesis y corrido a 18 volts por 16 horas, una vez terminada, las membranas

de nitrocelulosa para verificar que las proteinas hayan sido transferidas.
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7.10 Prueba de sensibilidad con proteinas transferidas

Una vez concluida la transferencia de proteinas a la membrana de nitrocelulosa se
recortaron en tiras cada una de las filas de proteinas de las muestras de exudados
con la ayuda de un bisturi estéril, una vez recortadas se utilizo el método de Kirby
Bauer para evaluar la sensibilidad contra las bacterias, con la ayuda de pinzas
estériles se colocaron las tiras con las diferentes bandas de proteinas transferidas
sobre placas de agar previamente inoculadas con bacterias (Fig. 7), se colocaron
un total de 10 tiras de proteinas con diferentes fracciones proteicas de L. sericata
contra 10 bacterias (S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli
ATCC 23922, S. pyogenes ATCC 19615, S. agalactiae, K. aerogenes, P.
aeruginosa, E. faecalis, P. mirabillis* y E. coli), 4 tiras de proteinas con diferentes
fracciones proteicas de L. cuprina contra 4 bacterias (S. pyogenes ATCC 19615, P.
mirabillis* Kb. aerogenes y S. aureus), las placas fueron colocadas dentro de una
estufa (Riossa) a 37 °C, durante 24 horas. Se asocié como actividad inhibitoria de
las proteinas cuando no se presento crecimiento debajo de las tiras colocadas y sin
actividad inhibitoria cuando se presento crecimiento debajo de las tiras.

Figura 7. Tiras con fracciones de
proteinas sobre placas de agar con
bacterias.
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7.11 Anélisis de datos

Los datos colectados fueron los halos inhibitorios que generaron los exudados de
las larvas contra las bacterias de referencia, con cuatro repeticiones, una vez
recabado los datos se realizaron estadisticas descriptivas y evaluaciones de las
variables para la identificacion de la distribucion de los datos y determinar mediante
esta la utilizacion de la prueba a utilizar, los datos mostraron una distribucién no
normal y se utilizaron pruebas no paramétricas para el analisis de los datos, la

prueba de la mediana y la prueba de Dunn.
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8. RESULTADOS
8.1 Exudados de las larvas y concentracion de proteinas.

Los primeros ensayos que se realizaron para la obtencion de los exudados de las
larvas se utilizaron 400 y 1,000 larvas de segundo y tercer estadio, de las cuales se
gener6 un total de 2.2 ml y 9 ml respectivamente, se realizé la cuantificacion de
proteinas por el método de Bradford (1976) para los exudados obtenidos, los cuales
presentaron 849.25 pug/ml de proteina utilizando 400 larvas y 545 ug/ml de proteina

utilizando 1,000 larvas.

Posteriormente y de acuerdo con los resultados de los primeros ensayos se opto
por la utilizacién de 1,000 larvas debido a la cantidad de exudados obtenidos, de
igual manera se optd por el aumento en el tiempo y nimero de enjuagues debido a
la coloracion presente en los exudados con 400 larvas y que se asoci6 a restos de
higado que se utilizé para su alimentacion los cuales podrian estar adheridos a su
cuerpo. Para verificar que la actividad inhibitoria que se pudiera presentar al
momento de realizar la sensibilidad fuera por los exudados y no por restos del
formaldehido e hipoclorito de sodio que pudieran estar presente en los lavados, en
el cuerpo de las larvas y en los exudados generando la actividad inhibitoria se opt6
por utilizar muestras de los lavados realizando ensayos de sensibilidad contra las

bacterias.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los diferentes lotes de exudados de
larvas de segundo y tercer estadio de larvas L. sericata.

Caracteristicas L 1* L 2* L 3** L 4*** | G¥***
Coloracién Trasparente Transparente Verde Verde Verde
Viscosidad + + - - -

Proteinas pg/ml 545 1148 854.56 442.33 825.55

L=Lote. * Lavados con hipoclorito de sodio (0.5 %), formaldehido (5%) y dos con solucién salina.
** | avados con solucion salina. *** Lavados con hipoclorito de sodio (0.5%) y tres con solucién
salina. ****Lavados con formaldehido (5%) y tres con solucién salina.
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Cuadro 2. Caracteristicas generales de los diferentes lotes de exudados de
larvas de segundo y tercer estadio de larvas L. cuprina.

Caracteristicas L 1* L 2* L 3** L 4*** L G¥***
Coloracién Trasparente Transparente Transparente Verde Transparente
Viscosidad + + - - -
Proteinas pg/ml 446.7 427.7 590.5 768.53 424.44

L=Lote. * Lavados con hipoclorito de sodio (0.5 %), formaldehido (5%) y dos con solucién salina.
** | avados con solucién salina. *** Lavados con hipoclorito de sodio (0.5%) y tres con solucién
salina. ****Lavados con formaldehido (5%) y tres con solucion salina.

Cuadro 3. Sensibilidad de enjuagues.

E. coli ATCC P. aeruginosa S. aureus S. pyogenes
Enjuague 25922 ATCC 27853 ATCC 29213 ATCC 19615
1 26.75 24.25 32.5 26
2 12.75 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0

Resultados expresados en milimetros de los diferentes enjuagues realizados previo ala obtencién
de las S/E de las larvas de moscas.

Se obtuvieron un total de 5 lotes de exudados de ambas especies (Cuadro 1y 2),
con diferentes caracteristicas y concentraciones de proteinas con rangos de 442.33
a 854.56 y 424.44 a 768.53 pug/ml para las S/E de larvas de L. sericata y L. cuprina
respectivamente. De acuerdo con los resultados de la sensibilidad con los
enjuagues (Cuadro 3) contra las bacterias ATCC se observd que los restos de
formaldehido y de hipoclorito de sodio se presentan en los enjuagues previos a la
obtencién de los exudados, sin embargo, estos solo se presentan en el primer y
segundo lavado para E. coli, y para el resto de las bacterias Unicamente en el primer
lavado lo cual sugiere que a partir del segundo lavado ya no se presentan restos de
los solventes que pudieran generar un falso positivo al momento de utilizar los

exudados de las larvas.
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8.2 Prueba de sensibilidad

Para la prueba de sensibilidad de los exudados se realizé un primer ensayo
utilizando discos de papel filtro previamente esterilizados e impregnados con 40 pl
de los exudados de las larvas y diferentes diluciones contra las bacterias P.
aeruginosa ATTC 27853, S. aureus ATCC 29213, S. pyogenes ATCC 19615y S.
agalactiae (Fig. 8), los cuales no presentaron halos con actividad inhibitoria en
ninguna de los discos, sin embargo, se observo un tipo de hemolisis alrededor de
los discos de algunas placas, lo cual se relacion6 con la posibilidad de existir
actividad inhibitoria, ante esto y debido a que los discos de papel filtro absorbian
poca cantidad de los exudados se optd por la opcién de realizar perforaciones en el

agar y colocar mayor cantidad de los exudados.

S : SN
Figura 8. Antibiograma con exudados impregnado en discos de papel filtro
contra bacterias. A: P. aeruginosa. B: S. aureus. C: S. pyogenes. D: S.
agalactiae.
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A diferencia de los discos impregnados con los exudados, la perforacion del agar y
los exudados colocados directamente con cantidades de 50 y 100 pl presentaron
halos con actividad inhibitoria (Cuadro 4 y 5), sin embargo, de los cinco lotes de
exudados obtenidas de cada especie de larva Unicamente presentaron actividad
inhibitoria dos lotes, los cuales presentaban caracteristicas fisicas como una
coloraciéon transparente y con viscosidad, a diferencia de los lotes restantes que
presentaron una coloracion verde-obscura y sin viscosidad las cuales no

presentaron actividad inhibitoria contra ninguna de las cepas utilizadas.

Los exudados de L. sericata presentaron halos con actividad inhibitoria para 50 y
100 pl de exudados con 27.265 y 54.531 ug/ml de proteinas respectivamente para
el lote 1(Cuadro 4), 57.42 y 114.841 pg/ml de proteinas para el lote 2 (Cuadro 5),
los halos presentes en las placas de P. aeruginosa ATCC 27853 (Fig. 9-D) y S.
pyogenes ATCC 19615 (Fig. 9-C) se observaron limpios sin crecimiento bacteriano
lo cual sugiere una actividad bactericida, a diferencia de la placa de S. aureus ATCC
29213 (Fig. 9-E) y E. coli ATCC 23922 (Fig. 9-A) el cual se observaron halos
inhibitorios pero con crecimiento bacteriano dentro de ellos lo que sugiere una

actividad bacteriostatica generada por los exudados.

Con respecto a los exudados de L. cuprina de igual manera el lote 1 present6 halos
para 50y 100 pl de exudados con 22.33 y 44.67 ug/ml de proteinas respectivamente
(Cuadro 4), 21.38y 42.77 ug/ml de proteinas para el lote 2 (Cuadro 5), sin embargo,
los halos se presentaron Unicamente en las placas de S. pyogenes ATCC 19615,
sin crecimiento bacteriano dentro de ellos sugiriendo una actividad bactericida, sin
embargo, no produjeron halos de inhibicion para las placas de E. coli ATCC 23922,
P.aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 29213.
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Cuadro 4. Actividad inhibitoria de los exudados de L. sericata y L. cuprina

contra bacterias de referencia

Larvas Bacteria Halos * Halos **
L. sericata S. aureus ATCC29213 23 16.5
L. sericata P. aeruginosa ATCC 27853 18.5 135
L. sericata E. coli ATCC 23922 19 16.5
L. sericata S. pyogenes ATCC 19615 30.5 215
L. sericata S. agalactiae 23.2 14.7
L. cuprina S. aureus ATCC29213 0 0
L. cuprina P. aeruginosa ATCC 27853 0 0
L. cuprina E. coli ATCC 25922 0 0
L. cuprina S. pyogenes ATCC 19615 14.7 11.8
L. cuprina S. agalactiae 0 0

Promedio de 4 ensayos utilizando 50 (**) y 100 (*) ul de exudados de larvas de mosca L. sericatay L.

cuprina del lote 1. Halos inhibitorios expresados en milimetros.

Cuadro 5. Actividad inhibitoria de los exudados de L. sericata y L. cuprina contra

bacterias de referencia

Larva Bacteria Halos * Halos **
L. sericata S. aureus ATCC29213 16 14
L. sericata P. aeruginosa ATCC 27853 14 115
L. sericata E. coli ATCC 25922 15.7 13.2
L. sericata S. pyogenes ATCC 19615 16.5 14.5
L. sericata S. agalactia 20.5 14
L. cuprina S. aureus ATCC29213 0 0
L. cuprina P. aeruginosa ATCC 27853 0 0
L. cuprina E. coli ATCC 23922 0 0
L. cuprina S. pyogenes ATCC 19615 15 12.3
L. cuprina S. agalactiae 0 0

Promedio de 4 ensayos utilizando 50 (**) y 100 (*) ul de exudados de larvas de mosca L. sericata y L.
cuprina del lote 2. Halos inhibitorios expresados en milimetros.
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Figura 9. Halos generados por los exudados de L. sericata contra bacterias presentes en
heridas. A. E. coli ATCC 25922. B. S. agalactiae. C. S. pyogenes ATTC 19615. D. P. aeruginosa
ATCC 27853. E. S. aureus ATCC 29213.

Al concluir con los ensayos de sensibilidad con las cepas bacterianas ATCC se
obtuvieron 10 cepas bacterianas aislados de pacientes (P. aeruginosa, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, E.
coli, S. aureus, 2 cepas de Proteus mirabillis y Citrobacter freundii) con resistencia
a diferentes antimicrobianos (Cuadro 8) (Fig. 10) a los cuales de igual manera se
les realizaron las pruebas de identificacion correspondientes y sensibilidad con los
lotes de los exudados que previamente habian presentado actividad inhibitoria
contra las cepas bacterianas ATCC, para estos ensayos Unicamente se utilizaron
concentraciones de 100 pl de S/E debido a que no se contaba con la cantidad

suficiente y debido a la poca diferencia que existen en relaciéon del tamafio de los
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halos inhibitorios generados con 50 pl en los ensayos previos con las cepas de

referencia.

Cuadro 6. Actividad inhibitoria de exudados de L. sericata contra bacterias
aisladas y resistencia a antimicrobianos

Halos inhibitorios Halos inhibitorios

Larvas Bacteria contra exudados contra antibiéticos
L. sericata  P. aeruginosa 16.5 25
L. sericata K. oxytoca 25 0
L. sericata K. aerogenes 25 0
L. sericata K. pneumoniae 25 0
L. sericata E. faecalis 15.75 17
L. sericata E. coli 18 0
L. sericata  S. aureus 21 0
L. sericata  P. mirabillis 29 13
L. sericata  P. mirabillis * 27.5 13
L. sericata  C-. freundii 26.5 0

Ensayo utilizando 100 pl de exudados de larvas de mosca L. sericata. Halos inhibitorios
expresados en milimetros. Antibiéticos utilizados contra las bacterias: P.
aeruginos/Ciprofloxacin, K. oxytoca, K. aerogenes y K. pneumoniae/Piperacillin-Tazobactam, E.
faecalis’Ampicillin, E. coli/Nitrofurantoin, S. aureus/Gentamicin, P. mirabilis y P.
mirabillis*/Tetracycline y C. freundii/Ciprofloxacin.

Cuadro 7. Actividad inhibitoria de exudados de L. cuprina contra bacterias
aisladas y resistencia a antimicrobianos.

Halos inhibitorios Halos inhibitorios

Larvas Bacteria contra exudados contra antibiéticos
L. cuprina  P. aeruginosa 14 25
L. cuprina K. oxytoca 20 0
L. cuprina K. aerogenes 11 0
L. cuprina K. pneumoniae 19.5 0
L. cuprina  E. faecalis 17 17
L. cuprina  E. coli 14 0
L. cuprina  S. aureus 18 0
L. cuprina  P. mirabillis 22 13
L. cuprina  P. mirabillis * 20 13
L. cuprina  C. freundii 11 0

Ensayo utilizando 100 pl de exudados de larvas de mosca L. cuprina. Halos inhibitorios
expresados en milimetros. Antibiéticos utilizados contra las bacterias: P.
aeruginos/Ciprofloxacin, K. oxytoca, K. aerogenes y K. pneumoniae/Piperacillin-Tazobactam, E.
faecalis’/Ampicillin, E. coli/Nitrofurantoin, S. aureus/Gentamicin, P. mirabilis y P.
mirabillis*/Tetracycline y C. freundii/Ciprofloxacin. Los halos reportados en 0 hace referencia a
las bacterias presentaron resistencia.
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Los exudados de L. sericata presentaron halos inhibitorios contra todas las bacterias
aisladas (Cuadro 6) (Figura 11), sin embargo, presentaron crecimiento dentro de
ellos, por lo que existe una actividad bacteriostatica por parte de los exudados a
excepcion de los halos de las cepas de P. aeruginosa los cuales no presentaron
crecimiento bacteriano y se considera como una actividad bactericida, de igual
manera en los halos presentes por los exudados de L. cuprina (Cuadro 7) (Fig. 12),
aunque en este caso los halos presentes en las placas de P. aeruginosa
presentaron crecimiento bacteriano con una actividad bacteriostatica, los exudados
de L. cuprina presentaron actividad inhibitoria contra todas las bacterias.
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Figura 10. Halos inhibitorios de exudados de larvas y antibidticos contra bacterias
aisladas. Control=Antibiotico. C. freundii-Ciprofloxacin, E. coli-Nitrofurantoin, E.
faecalis-Ampicillin, K.  aerogenes, K. oxytoca vy K pneumoniae-
Piperacillin/Tazobactam, P. aeruginosa-Ciprofloxacin, P. mirabillis y P. mirabillis*-
Tetracycline y S. aureus-Gentamicin.
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Cuadro 8. Perfil de resistencia a antimicrobianos de bacterias aisladas

ANTIBIOTICO / BACTERIA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AMPICILLIN NA R I I S R R R S |
PIPERACILLIN NA R R R S s | s S R
MECILLANAM NA R R R R R R R R R
AMOXAXILLIN/ACID | s s s |
CLAVULANIC N/A R R R R

PIPERACILLIN/TAZOBACTAM R R R R S s | s S R
CEPHAZOLIN NA R I R I | s R R |
CEPHALOTHIN NA R I R I s s R R |
CEFAMANDOLE NA R R S I s s R R R
CEFEPIME R R R S I s R s R R
CEFOPERAZONE NA R S S I s R s S R
CEFOXITIN NA S I R I R s s R |
CEFTRIAXONE NA 1 R R I s s s+ R R
CEFTAZIDIME NA s* R R I s R s R R
CEFUROXIME NA R R R I R s s R |
MEROPENEM R S R R R s R s R R
NITROFORANTOIN NA S R R S R s R I R
AZTREONAM R R S SNASsSs R s R R
GENTAMICIN R s S S I s R s S S
AMIKACIN s s R S I s | s R S
KANAMYCIN NA S R R I s R s R R
TOBRAMICIN s s R S I s R s S S
STREPTOMYCIN NA S R R I R s s R R
TETRACICLINE NA S R S R s s R | S
CIPROFLOXACIN s s S R R s s |1 SR
NORFLOXACIN s SsS R S S s s s S S
ACID NALIDIXICO NA S R R R s R R R R
SULPHONAM/TRIME NA S S R I s s s R R
SULPHONAMIDES NA R R R I R s s R R
TRIMETHOPRIM NA S R S I s R s R R
CHLORAMPHENICOL NAS S R R s s R R R
FOSFOMYCIN NA S R R S R s* R R R
FOSFOMYCIN/TROMETANOL NA S R R S R s* R R R
OFLOXACINO N/A S S R NANANA S R
TOTAL RESISTENCIAS 5 13 21 20 7 10 13 12 21 22

1 P. aeruginosa. 2 K. Oxytoca. 3 K. aerogenes. 4 K. pneumoniae. 5 E. faecalis. 6 E. coli. 7 S.
aureus. 8 P. mirabillis. 9 P. mirabillis*. 10 C. freundii. R resistente. S susceptible. S* suceptible
con clonas resistentes. | intermedio. N/A no aplica.



Figura 11. Halos con actividad inhibitoria de
las S/E de L. sericata.1 P. aeruginosa. 2 K.
oxytoca. 3 K. aerogenes. 4 K. Pneumoniae.
5 E. faecalis. 6 E. coli. 7 S. aureus. 8 P.
mirabillis. 9 P. mirabillis *. 10 C. freundii.

Figura 12. Halos con actividad inhibitoria de
los exudados de L. cuprina. 1 P. aeruginosa.

2 K. oxytoca. 3 K. aerogenes. 4 K.

Pneumoniae. 5 E. faecalis. 6 E. coli. 7 S.
aureus. 8 P. mirabillis. 9 P. mirabillis *. 10 C.

freundii.
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8.3 Andlisis de los datos (Exudados de L. sericata)

Cuadro 9. Prueba de un factor,
aproximacion de X2 (L. sericata 50 L)

X2 Grados de  Prob > X?
libertad
13.8182 4 0.0079

Cuadro 10. Comparaciones no paramétricas para todos los pares (L.
sericata 50 pL)

Bacteria Bacteria Z Valor p
S. pyogenes ATCC 19615 P. aeruginosa ATCC 27853 3.59273 0.0033
S. pyogenes ATCC 19615 S. agalactiae 2.86200 0.0421
S.aureus ATCC 29213 P. aeruginosa ATCC 27853 2.00949 0.4449
S. pyogenes ATCC 19615 E. coli ATCC 25922 1.52234 1.0000
S.aureus ATCC 29213 S. agalactiae 1.27877 1.0000
S. agalactiae P. aeruginosa ATCC 27853  0.66983 1.0000
S.aureus ATCC 29213 E. coli ATCC 25922 0.00000 1.0000
S. agalactiae E. coli ATCC 25922 -1.27877 1.0000
S.aureus ATCC 29213 S. pyogenes ATCC 19615 -1.52234 1.0000
P. aeruginosa ATCC 27853 E. coli ATCC 25922 -2.00949 0.4449

Los datos obtenidos demostraron una distribucion no normal, el analisis de la prueba
de la mediana (Cuadro 9) calcul6 un valor de X? = 13.8182 y un valor de p=0.0079,
lo cual demuestra que existe diferencia estadisticamente significativa entre las
bacterias en relacién a la mediana de los halos de inhibicidbn que presentaron,

utilizando 50 pL de exudados de larvas de mosca L. sericata.

Con base en los resultados obtenidos de la prueba de Dunn (Cuadro 10) se observé
gue existe diferencia estadisticamente significativa Unicamente en dos de las diez
combinaciones de bacterias relacionados con los halos inhibitorios generados por
los exudados, la primer combinacion (S. pyogenes ATCC 19615 y P. aeruginosa
ATCC 27853) con un valor p=0.0033 y la segunda combinacion (S. pyogenes ATCC
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19615 y S. agalactiae) con un valor p=0.0421, entre el resto de combinaciones de

bacterias no se detectaron diferencias estadisticamente significativas (valor p>0.4).

Cuadro 11. Prueba de un factor,
aproximacion de X? (L. sericata 100 pL)

X2 Grados de Prob > X?
libertad
16.6250 4 0.0023

Cuadro 12. Comparaciones no paramétricas para todos los pares (L.
sericata 100 pL)

Bacteria Bacteria z Valor p
S. pyogenes ATCC 19615 P. aeruginosa ATCC 27853 3.69438 0.0022
S. pyogenes ATCC 19615 E. coli ATCC 25922 2.96762 0.0300
S. agalactiae P. aeruginosa ATCC 27853 2.24085 0.2504
S.aureus ATCC 29213 P. aeruginosa ATCC 27853 2.24085 0.2504
S. agalactiae E. coli ATCC 25922 1.51409 1.0000
S.aureus ATCC 29213 E. coli ATCC 25922 1.51409 1.0000
S. pyogenes ATCC 19615 S. agalactiae 1.39296 1.0000
S.aureus ATCC 29213 S. agalactiae 0.00000 1.0000
P. aeruginosa ATCC 27853 E. coli ATCC 25922 -0.66620 1.0000
S.aureus ATCC 29213 S. pyogenes ATCC 19615 -1.39296 1.0000

Los datos obtenidos demostraron una distribucion no normal, el analisis de la prueba
de la mediana (Cuadro 11) calculé un valor de X2=16.6250 y un valor de p=0.0023,
lo cual demuestra que existe diferencia estadisticamente significativa entre las
bacterias en relacién a la mediana de los halos de inhibiciébn que presentaron,

utilizando 100 uL exudados de larvas de mosca L. sericata.

Con base en los resultados obtenidos de la prueba de Dunn (Cuadro 12) calculo
gue existe diferencia estadisticamente significativa inicamente en dos de las diez
combinaciones de bacterias relacionados con los halos inhibitorios generados por
las secreciones, la primer combinacion (S. pyogenes ATCC 19615 y P. aeruginosa
ATCC 27853) con un valor p=0.0022 y la segunda combinacion (S. pyogenes ATCC
19615 y E. coli ATCC 25922) con un valor p=0.0300, entre el resto de
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combinaciones de bacterias no se detectaron diferencias estadisticamente

significativas (valor p>0.2).

8.4 Analisis de los datos (Exudados de L. cuprina)

Cuadro 13. Prueba de un factor,
aproximacion de X2 (L. cuprina 50 pL)

X2 Grados de Prob > X?
libertad
19.0000 4 0.0008

Cuadro 14. Comparaciones no paramétricas para todos los pares (L. cuprina

50 pL)

Bacteria Bacteria z Valor p
S. pyogenes ATCC 19615 E. coli ATCC 25922 3.33648 0.0085
S. pyogenes ATCC 19615 P. aeruginosa ATCC 27853 3.33648 0.0085
S. pyogenes ATCC 19615 S. agalactiae 3.33648 0.0085
P. aeruginosa ATCC 27853 E. coli ATCC 25922 0.00000 1.0000
S. agalactiae E. coli ATCC 25922 0.00000 1.0000
S. agalactiae P. aeruginosa ATCC 27853 0.00000 1.0000
S.aureus ATCC 29213 E. coli ATCC 25922 0.00000 1.0000
S.aureus ATCC 29213 P. aeruginosa ATCC 27853 0.00000 1.0000
S.aureus ATCC 29213 S. agalactiae 0.00000 1.0000
S.aureus ATCC 29213 S. pyogenes ATCC 19615 -3.33648 0.0085

Los datos obtenidos demostraron una distribucion no normal, el analisis de la prueba
de la mediana (Cuadro 13) calculé un valor de X?= 19 y un valor de p=0.0008, lo
cual demuestra que existe diferencia estadisticamente significativa entre las
bacterias en relacion a la mediana de los halos de inhibicion que presentaron,

utilizando 50 pL exudados de larvas de mosca L. cuprina.

Con base en los resultados obtenidos de la prueba de Dunn (Cuadro 14) demostré
gue existe diferencia estadisticamente significativa Unicamente en cuatro de las diez
combinaciones de bacterias relacionados con los halos inhibitorios generados por

las secreciones, la primer combinacion (S. pyogenes ATCC 19615y E. coli ATCC
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25922) con un valor p= 0.0085, la segunda combinacion (S. pyogenes ATCC 19615
y P. aeruginosa ATCC 27853) con un valor p=0.0085, la tercera combinacion (S.
pyogenes ATCC 19615 y S. agalactiae) con un valor de p=0.0085 y la ultima
combinacion ( S. aureus ATCC 29213y S. pyogenes ATCC 19615) con un valor de
p=0.0085, entre el resto de combinaciones de bacterias no se detectaron diferencias

estadisticamente significativas (valor p>1).

Cuadro 15. Prueba de un factor,
aproximacion de X? (L. cuprina 100 pL)

X? Grados de Prob > X?
libertad
19.0000 4 0.0008

Cuadro 16. Comparaciones no parameétricas para todos los pares (L. cuprina

100 pL)
Bacteria Bacteria Z Valor p
S. pyogenes ATCC 19615 E. coli ATCC 25922 3.34422 0.0083
S. pyogenes ATCC 19615 P. aeruginosa ATCC 27853 3.34422 0.0083
S. pyogenes ATCC 19615 S. agalactiae 3.34422 0.0083
P. aeruginosa ATCC 27853 E. coli ATCC 25922 0.00000 1.0000
S. agalactiae E. coli ATCC 25922 0.00000 1.0000
S. agalactiae P. aeruginosa ATCC 27853 0.00000 1.0000
S.aureus ATCC 29213 E. coli ATCC 25922 0.00000 1.0000
S.aureus ATCC 29213 P. aeruginosa ATCC 27853 0.00000 1.0000
S.aureus ATCC 29213 S. agalactiae 0.00000 1.0000
S.aureus ATCC 29213 S. pyogenes ATCC 19615 -3.34422 0.0083

Los datos obtenidos demostraron una distribucion no normal, el analisis de la prueba
de la mediana (Cuadro 15) calculé un valor de X?>= 19 y un valor de p=0.0008, lo
cual demuestra que existe diferencia estadisticamente significativa entre las
bacterias en relacién a la mediana de los halos de inhibiciébn que presentaron,

utilizando 100 pL exudados de larvas de mosca L. cuprina.

Con base en los resultados obtenidos de la prueba de Dunn (Cuadro 16) demostro

gue existe diferencia estadisticamente significativa Unicamente en cuatro de las diez
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combinaciones de bacterias relacionados con los halos inhibitorios generados por
las secreciones, la primer combinacion (S. pyogenes ATCC 19615y E. coli ATCC
25922) con un valor p= 0.0083, la segunda combinacién (S. pyogenes ATCC 19615
y P. aeruginosa ATCC 27853) con un valor p=0.0083, la tercera combinacion (S.
pyogenes ATCC 19615 y S. agalactiae) con un valor de p=0.0083 y la dltima
combinacion ( S. aureus ATCC 29213y S. pyogenes ATCC 19615) con un valor de
p=0.0083, entre el resto de combinaciones de bacterias no se detectaron diferencias

estadisticamente significativas (valor p>1).

8.5 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)
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Figura 13. Electroforesis SDS-PAGE de las fracciones proteicas de los exudados (L.
sericata y L. cuprina). Lineas: 1, Marcador de peso molecular; 2, exudados L.
sericata; 3, exudados L. cuprina; 4, Marcador de peso molecular; 5, segundo
enjuague con solucion salina de las larvas L. sericata; 6, Segundo enjuague con
solucion salina de las larvas L. cuprina.
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Con el proposito de caracterizar la composicion proteica se realizd una
electroforesis de proteinas con un marcador de peso molecular de 10 a 250
Kilodalton (kDa) (Fig. 20) utilizando muestras de los exudados de L. sericata y L.
cuprina que presentaron actividad inhibitoria contra las diferentes cepas utilizadas,
los resultados obtenidos mostraron la identificacion de 11 fracciones proteicas con
diferentes pesos moleculares de 22.2 a 241.9 kDa y bandas >250 kDa (Cuadro 17)
en los exudados de L. sericata, respecto a los exudados de L. cuprina mostraron 7
fracciones proteicas con pesos de 22.2 a 78.7 kDa (Cuadro 18), sin embargo, se
observan bandas que se presentan en ambas muestras compartiendo fracciones

proteicas con pesos similares (22 + 1,55+ 1Y 78 + 1 kDa).

Por otra parte de igual manera se colocaron muestras del segundo lavado en los
cuales ya no existen restos de los solventes utilizados con la finalidad de identificar
fracciones proteicas y determinar si las larvas comienzan a generar los exudados
antes de la incubacion, se logré identificar que a partir del segundo enjuague
comienzan a presentarse algunas fracciones de proteinas con pesos de 57.8 a 81.6
kDa aunque en menores cantidades, sin embargo, con estos resultados podemos
saber que las larvas comienzan a segregar estos compuestos a partir del segundo

lavado.

Cuadro 17. Fracciones proteicas presentes en la electroforesis
SDS-PAGE de los exudados de L. sericata

N° Banda Peso molecular (KDa) % Banda
1 >250 0.6
2 >250 1.5
3 241.9 0.3
4 96.2 2.5
5 78.1 5.7
6 64.2 23.6
7 57.9 25.6
8 55.2 6.4
9 51.5 9.5
10 39.3 1.9
11 22.2 22.6
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Cuadro 18. Fracciones proteicas presentes en la electroforesis
SDS-PAGE de los exudados de L. cuprina

N° Banda Peso molecular (kDa) % Banda
1 78.7 6.2
2 65.9 7.1
3 60 25
4 56.7 10.7
5 51.3 9.3
6 48.4 5.2
7 22.2 36.4

8.6 Sensibilidad con fracciones proteicas transferidas a membrana de
nitrocelulosa

Las fracciones proteicas presentes en los exudados de L. sericata presentaron
actividad inhibitoria contra S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, E.
coli ATCC 23922, K. aerogenes, P. aeruginosa, E. faecalis, P. mirabillis* y E. coli,
(Fig. 14) las fracciones proteicas de los exudados de L. cuprina presentaron
actividad inhibitoria contra P. mirabillis* Kb. aerogenes y S. aureus (Fig. 15).
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Figura 14. Actividad inhibitoria de las fracciones proteicas presentes en los exudados de L.
sericata. A. S.aureus ATCC 29213. B. P. aeruginosa ATCC 27853. C. S. pyogenes ATCC 19615.
D. S. agalactiae. E. E. coli ATCC 23922. F. K. aerogenes. G. P. aeruginosa. H. E. faecalis. I. P.
mirabillis. J. E. coli.
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Figura 15. Actividad inhibitoria de las fracciones proteicas presentes en los exudados de L.
cuprina. A. S.aureus ATCC 29213. B. P. aeruginosa ATCC 27853. C. S. pyogenes ATCC 19615.
D. S. agalactiae. E. E. coli ATCC 23922. F. K. aerogenes. G. P. aeruginosa. H. E. faecalis. I. P.
mirabillis. J. E. coli.
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9. DISCUSION

Algunos estudios relacionados con la obtencion de los exudados de larvas de
moscas son muy variados en relacion a la metodologia utilizada para obtenerlos
(Bexfield et al., 2004; Arora et al., 2010; Cruz-Saavedra et al., 2016), ademas del
nulo reporte de las caracteristicas fisicas que presentan los exudados los cuales
podrian ser considerados como un factor relacionado con la actividad inhibitoria
contra las bacterias, es por ello que en este estudio se determin6 que 1,000 larvas
de segundo y tercer estadio es el niumero adecuado para la obtencion de los
exudados a utilizar para su evaluacion, ademas que no todos los lotes de exudados
presentaron las mismas caracteristicas y actividad inhibitoria contra las bacterias,
los lotes de exudados que presentaron actividad inhibitoria compartieron
caracteristicas como la coloracion transparente y viscosidad, los lotes sin actividad
inhibitoria presentaron una coloracion verde-obscuro y sin viscosidad, en la mayoria
de los trabajos realizados esto no es tomado en cuenta y por ello no estan
reportados, ademas se identificaron en las muestras de los lavados analizados que
las larvas comienzan a producir algunos de estos compuestos desde un inicio y no
precisamente al ser incubadas a cierta temperatura, dada esta situacion es
importante conocer, determinar los medios y condiciones adecuadas donde las

larvas generen los exudados con capacidad inhibitoria.

La cantidad de proteinas de los exudados de ambas especies que presentaron
actividad inhibitoria contra las bacterias fueron superiores a lo reportado por Zhen,
et al., (2013) de extractos obtenidos de larvas de L. sericata quien mencionan una
concentracion final de 50 pg/ml de proteinas, aunque inferiores con los reportados
por Sherafati, et al., (2022) con una cantidad de 885.92 pg/ml, sin embargo, Diaz-
Roa, et al., (2014) mencionan diferentes cantidades de proteinas de los exudados
de la misma especie con un promedio de 1,369.24 (+ 18) ug/ml de proteina, por otra
parte, Novoa-Palomares, et al., (2022) reportan concentraciones de proteinas mas
altas a las obtenidas en este trabajo, de larvas de mosca Calliphora vicina y
Sarconesiopsis magellanica, las cuales varian de 4,050 pg/ml a los 6,764 pg/ml de

proteinas, sin embargo, estas variaciones tan altas podrian estar relacionadas con
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la especie de larva utilizada, el método para la cuantificacion y la metodologia para

la obtencién de los extractos.

Los antibiogramas realizados para observar la sensibilidad de las bacterias
utilizando 50 y 100 ul de exudados de larvas, mostraron capacidad de difusion en
el agar, generando zonas de inhibicion contra las bacterias utilizadas (S. aureus
ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853 E. coli ATCC 23922y S. pyogenes ATCC
19615y S. agalactiae) a diferencia de lo reportado por Bexfield et al., (2004) donde
realizaron ensayos similares y mencionan que no es el ensayo correcto, debido a la
nula presencia de halos inhibitorios, sin embargo, es importante mencionar que las
cantidades de exudados utilizados en este trabajo fueron mayores, lo cual podria
estar relacionado con los resultados obtenidos. Los exudados de las larvas de L.
sericata presentan actividad inhibitoria con 50 puL y 100 pL contra bacterias gram
positivas y gram negativas (Bexfield et al.,, 2008), se presentd diferencia
estadisticamente significativa entre los halos generados de S. pyogenes ATCC
contra los generados de P. aeruginosa ATCC 27853 (p=0.0022) y S. agalactiae (p=
0.0033) para 50 L, para 100 pL de igual manera S. pyogenes ATCC 19615 contra
P. aeruginosa ATCC 27853 (p= 0.0022) y contra E. coli ATCC 25922 (p=0.0300).
Los exudados de L. cuprina mostraron actividad inhibitoria con 50 pL y 100 pL contra
una de la cepas utilizadas (S. pyogenes), la cual obtuvo diferencia estadisticamente
significativa contra los halos generados del resto de las bacterias (p= 0.0085). Es
importante mencionar que los halos generados por los exudados de L. cuprina no
igualaron a los generados por los exudados de L. sericata. Diaz-Roa et al., (2014)
menciona el efecto inhibitorio presente al utilizar la misma técnica, lo cual concuerda
con este trabajo, sin embargo, menciona que esto sucede a partir de una
concentracion de 100 pg/ml de proteinas presente en los exudados a diferencia de
este trabajo en el cual contenian menores cantidades de proteinas, 27.265 pg/ml
en 50 uL, 54.531 pg/ml en 100 pL (Exudados de L. sericata), 22.33 pg/ml en 50 pL
y 44.67 en 100 pL (Exudados de L. cuprina) generando halos inhibitorios contra las
especies de bacterias utilizadas, de las cuales dos son las mismas que utilizaron los
autores (S. aureus ATCC 29213 y P. aeruginosa ATCC 27853).
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Existen reportes que no concuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo,
en los cuales se mencionan crecimiento de bacterias como E. coli y P. aeruginosa
en presencia de exudados de larvas de L. sericata (Thomas, et al., 1999), asi como
de otras especies bacterianas que de igual manera no presentan actividad inhibitoria
con exudados de esta especie de larva de mosca (Bexfield et al., 2008; Kruglikova
y Chernysh, 2011) vy otras especies como Calliphora vicina y Sarconesiopsis
magellanica (Novoa-Palomares et al. 2022), estos resultados podrian estar
relacionados principalmente con el proceso de obtencion de los exudados, estadio
de las larvas que se utiliza y principalmente el método empleado para la sensibilidad
de las bacterias. La actividad inhibitoria de los exudados de L. sericata contra
algunas bacterias como P. aeruginosa ATCC 27853 y S. pyogenes ATCC 19615
presentaron actividad bactericida, contra S. aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC
23922 presentaron actividad bacteriostatica al igual que lo reportado por Giraldo
(2014), la actividad inhibitoria de los exudados de L. cuprina presento una actividad
bactericida contra S. pyogenes ATCC 19615. Posteriormente al observar que los
exudados de las larvas presentaron actividad inhibitoria contra las bacterias de
referencia se utilizaron contra 10 cepas de aislados clinicos con resistencia a
diferentes antibioticos (P. aeruginosa, K. oxytoca, K. aerogenes, K. pneumoniae, E.
faecalis, E. coli, S. aureus, 2 cepas de P. mirabillis, C. freundii), presentando
actividad inhibitoria contra todas las bacterias, utilizando exudados de larvas de L.
sericata y cuprina, a pesar de que se han reportado una nula actividad inhibitoria
contra especies de Proteus y E. faecalis (Thomas, et al., 1999; Bexfield et al., 2008),
lo que podria estar relacionado con los diferentes compuestos presentes en los
exudados, como lo son algunos péptidos con diferentes pesos moleculares
(Kruglikova y Chernysh, 2011), algunos ya caracterizados como la lucifensina
(Cerovzky, et al., 2010; El Shazely, et al., 2014; Velachova, et al., 2014), ademas
de los mecanismos de accién de los compuestos para degradar multiples proteinas
(Tamura, et al., 2017), la mayoria de los trabajos realizados se han enfocado
principalmente en compuestos de bajos pesos moleculares menores a 10 kDa
(Bexfield et al., 2008; Paula, 2014; Novoa-Palomares et al. 2022), sin embargo, de

acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo relacionado con la
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caracterizacion proteica de los exudados de ambas especies, se lograron aislar
compuestos con altos pesos moleculares de 22.2 kDa a compuestos mayores de
250 kDa, los cuales estan relacionados con la actividad inhibitoria que presentaron
los exudados en ambas especies, a pesar de encontrar un mayor numero de
compuestos en los exudados de L. sericata algunos de estos se encuentran
presentes en ambos exudados de larvas, y podrian ser principalmente péptidos, ya
que estos se sintetizan principalmente en los cuerpos grasos y las células
sanguineas de insectos (Huan, et al., 2020). Si bien no todas las bacterias fueron
sensibles a la utilizacion de las diferentes fracciones proteicas en nitrocelulosa de
los exudados de las larvas esto podria estar influenciado por la cantidad de
exudados que se utilizo la cual fue menor en comparacién con la utilizacién de los

exudados directamente.

Los exudados de las larvas de ambas especies tienen efecto inhibitorio contra las
bacterias cominmente aisladas de las heridas y que provocan las complicaciones
en ellas, ademéas de presentar el mismo efecto contra bacterias resistentes a
diferentes antibioticos, por ello, los exudados de ambas especies podrian ser
consideradas como una alternativa en la utilizacion de antibiéticos contra las
bacterias causantes de infecciones en heridas y la problemética de la resistencia
bacteriana. Sin embargo es recomendable aislar las diferentes fracciones proteicas
para identificar cuales son las responsables de la actividad inhibitoria contra las
bacterias 0 si bien son el conjunto de ellas las que producen el efecto, de igual
manera a futuro es importante la caracterizacion de estos compuestos para su

correcta identificacion.

53



10. CONCLUSIONES

Los exudados de las larvas que presentaron actividad inhibitoria comparten

caracteristicas fisicas como la coloracion transparente y viscosidad.

Los exudados de larvas de mosca L. sericata demostraron actividad inhibitoria
contra cepas bacterianas de referencia, principales causantes de infecciones en las
heridas (S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 23922
y S. pyogenes ATCC 19615 y S. agalactiae), presentando una actividad bactericida
contra las cepas de P. aeruginosa ATCC 27853 y S. pyogenes ATCC 19615 y una
actividad bacteriostatica contra S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 23922 y S.

agalactiae.

Los exudados de larvas de mosca L. cuprina demostraron actividad inhibitoria

Unicamente contra S. pyogenes ATCC 19615 y una actividad bactericida.

Los exudados de L. sericata presentaron mayor efectividad que los exudados de L.

cuprina contra las bacterias comunmente aisladas de heridas.

Los exudados de ambas especies de larvas presentaron actividad inhibitoria contra
las 10 cepas bacterianas aisladas de pacientes con resistencia a antimicrobianos
(P. aeruginosa, K. oxytoca, K. aerogenes, K. pneumoniae, E. faecalis, E. coli, S.
aureus, 2 cepas de P. mirabillis, C. freundii).

Los exudados de larvas de L. sericata y L. cuprina compartieron algunos
compuestos con pesos similares (22.2 a 78.7 kDa) los cuales estan relacionados
con el efecto inhibitorio contra las bacterias.
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