INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Centro Interdisciplinario de Investigacion
para el Desarrollo Integral Regional
CIIDIR - OAXACA

INHIBICION DE CRECIMIENTO BACTERIANO,
BIODESBRIDACION Y TASA DE OVIPOSICION DE
MOSCAS (DIPTERA: CALLIPHORIDAE)

Alicia Fonseca Muioz

T E S I S
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS

Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca
2019




. SIP-14-BIS
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de Oaxaca siendo las 13:30  horas del dia 9  del mesde

mayo de 2019 se reunieron los miembros de la Comision Revisora de la Tesis, designada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de CIIDIR OAXACA

para examinar la tesis titulada:
“Inhibicidn de crecimiento bacteriano, biodesbridamiento y tasa de oviposicién de moscas

(Diptera:Calliphoridae).

Presentada por el alumno:
Fonseca Mufioz

Apellido paterno Apellido materno
Nombre(s) Alicia

Conregistro:lA 11 |5 {O l1 \1 ]4 I

aspirante de:
Doctorado en Ciencias en Conservacién y Aprovechamiento de Recursos Naturales

Despues de intercambiar opiniones los miembros de la Comision manifestaron APROBAR LA TESIS, en
virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Directores de tesis wwb}\)w
(@
% Dr. CarlgiAlejandro Granados
Dr. Rafae\Péreéz Pacheco chegoyen

Dr. Jaime Rliz Vega . Dr. José Antonio Sanchez Garcia

Dr. Alfonso Vasquez Lopez SHD0S

PRESIDENTE DEL{COLEGI 3;;{_,

w-

/N =
AL
e
i I ST
Dr. Salvador Isidro Bgimonte Jimépgérouo INTEGRAL REGIONAL
7 TALLDAR,
' UNIDAD OAXACA
1LPN




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de Oaxaca eldia 10 delmesde junio elafio 2019 ,el (la) que

suscribe _Alicia Fonseca Mufioz _ alumno(a) del Programa de Doctorado en Ciencias en

Conservacién v Aprovechamiento de Recursos Naturales con nimero de registro  A150114 ,

adscrito a Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional

Unidad Oaxaca, manifiesta que es autor (a) intelectual del présente trabajo de Tesis bajo la

direccién del Dres. Rafael Pérez Pacheco y Carlos Alejandro Granado Echegoven y cede los

derechos del trabajo intitulado “Inhibicién de crecimiento bacteriano, biodesbridamiento y

tasa de oviposicion de moscas (Diptera:Calliphoridae)” al Instituto Politécnico Nacional

para su difusién, con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacioén no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del
trabajo sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este puede ser obtenido

escribiendo a la siguiente direccion afonsem(@gmail.com. Si el permiso se otorga, el usuario

debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del mismo.

Alicia Fonseca Mufioz

Nombre y firma




AGRADECIMIENTOS

A Dios por bendecirme dia a dia en cada uno de mis proyectos y a mi hermosa familia por
todo el amor y apoyo que siempre me han brindado, por jamas dudar de mis estudios y

llenarme de amor cada momento de mi vida.

Al Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional Unidad
Oaxaca (CIIDIR-OAX) del Instituto Politecnico Nacional (IPN), por permitirme desarrollar

mis estudios de posgrado.

Al Dr. Rafael Perez Pacheco y al Dr. Carlos Alejandro Granados Echegoyen por su gran

amistad y su apoyo durante todo este tiempo.

Al Hospital San José en especial al Dr. Hugo Sarmiento Jiménez por todo su apoyo
brindado durante todo este tiempo en mis proyectos de vida, por ser un gran soporte en mis

ideas y en mis proyectos.

A la Licenciatura en Biologia en especial a los maestr@s de la Universidad Autonoma

Benito Juarez de Oaxaca por todo su apoyo en el desarrollo de este proyecto.

A los integrantes del laboratorio de Larvaterapia del Hospital San José: Agustin, Sofia y

Liliana por su amistad, confianza, apoyo y sobre todo su entusiasmo en esta tesis

Agradezco por sus comentarios y revisiones del documento a los miembros del comité
tutorial Dr. Rafael Perez Pacheco, Dr. Jaime Ruiz Vega, Dr. Alfonso Vasquez Lopez, Dr.

Jose Antonio Sanchez Garcia.

A Ivan Diaz Rodriguez por todos estos afios de apoyo, por su gran ayuda y sobre todo su

amor brindado a este proyecto.



A los Dres Patricia J. Thyssen por su apoyo, ensefianzas, sobre todo por su gentileza y
amistad por permitirme desarrollar un capitulo de mi tesis en su laboratorio de biologia de
la Universidad Estadual de Campinas UNICAMP Brasil. Dr. Ronald Sherman director de
Monarch Labs EU por toda sus enseanzas, paciencia y sobre todo su amistad, al Dr. Jeffery
K Tomberlin del Laboratorio de Entomologa Forense Texas A&M por sus comentarios y

recomendaciones en la elaborarion de esta tesis.

Durante el desarrollo de este estudio se contd con el apoyo del Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACYT) con beca mixta para estancias en el extranjero y beca

nacional para estudios de doctorado



DEDICATORIA

CON TODO MI AMOR A A MI HERMANA EVANGELINA FONSECA MUNOZ
QUE ES UNA ESTRELLA QUE ILUMINA M1 VIDA DESDE EL CIELO Y A MI MADRE
LEONIDES MUNOZ CHAVEZ QUE SIEMPRE HA SIDO UNA GRAN PILAR EN MI
VIDA Y EJEMPLO DE LUCHA Y PERSEVERANCIA.



RESUMEN

La familia Calliphoridae es ampliamente distribuida con mas de 1000 especies, en 150 géneros, de
los cuales se encuentran distribuidos en todo el mundo. El efecto inhibitorio de Chrysomya
rufifacies (Macquart) y Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) excreciones-
secreciones (ES) en Staphylococcus aureus (Bacillales: Staphylococcaceae) se determiné utilizando
un método colorimétrico portatil sin necesidad de ningin instrumento espectral dedicado. La
inhibicionse se midi6 con el software Imagel. S. aureus y fue expuesto a diferentes concentraciones
de ES de ambas especies individualmente. A una concentracion de 800 ppm ES de C. rufifacies y C.
macellaria, se inhibio el crecimiento bacteriano 97.45 + 1.70% y 82.21 + 1.88%, respectivamente.
Como se esperaba, la exposicion a una concentracion mas baja (es decir, 50 ppm) fue menos
inhibitoria (C. rufifacies ES, 77.65 £ 4.25% y C. macellaria ES, 43.54 £ 4.63%). Por otro lado la
busqueda de proteinas con actividad antimicrobiana en diferentes organismos se ha asociado
principalmente con el creciente problema de la resistencia bacteriana a los antibioticos se evaluo in
vitro la actividad antibacteriana de las ES de larvas de siete especies de moscas (Calliphoridae) en
el crecimiento de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, las ES extraidos de cada
especie se evaluo en dos concentraciones de proteinas (0,1 y 1,0 ug / ml). Con la concentracion de
0,1 mg / ml de proteinas de larval SE C. putoria redujo la poblacion de P. aeruginosa desde las 2 h
hasta 24 h. C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, C. macellaria, L. cuprina y L. eximia
mostraron una actividad contra S. aureus. En la concentracion de 1 mg / ml de proteinas de larval
SE L. cuprina mostrd actividad inhibitoria a las 0 h, 1 h y 2 h contra P. aeruginosa, C.
megacephala y C. putoria mostraron actividad contra S. aureus a las 4h, Sh, 6h y 24 horas. La
gangrena de Fournier es una fascitis necrotizante fulminante del perineo y los genitales, dos
hombres diabéticos se inscribieron en este estudio. Los aislados microbianos incluyeron
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans, y los antibioticos se seleccionaron en
consecuencia. Los tratamientos con larvas de mosca desinfectadas Lucilia sericata
(Diptera:Calliphoridae) fueron seguidos rapidamente por la desaparicion del tejido necroético, el
control de la infeccion y el crecimiento del tejido de granulacion. Un paciente requirio tres ciclos de
tratamiento de 48 horas, 8 ciclos por el otro, cada uno con 10 larvas / cm” de superficie de la herida.
Ambos pacientes sobrevivieron sin necesidad de reconstruccion anatomica. La terapia con larvas
disminuy6 el nimero de procedimientos quirurgicos que de otro modo habrian sido necesarios y dio

lugar a resultados muy favorables. Los dipteros son los primeros colonizadores de los cadaveres,



Lucilia cuprina, Lucilia sericata 'y Cochliomya macellaria son utilizadas como herramientas en el
proceso legal de la intervalo post mortem (IPM). En el presente estudio se determiné el porcentaje
de oviposicion de las tres especies (1 hembra 2 machos) con higados frescos de res, pollo y cerdo
durante fotoperiodos 12:12 horas (luz/obscuridad) con cambios entre cada fotoperiodo en un
periodo de 15 dias. Los resultados mostraron que Lucilia sericata obtuvo el mas alto porcentaje de
oviposicion 29.55% en higado de pollo durante el dia, de la misma forma el higado de pollo fue el
que mas atraccion tuvo con un 35.51% durante el dia. En cuanto a los fotoperiodos el mas alto
porcentaje de oviposicion fue durante el dia teniendo 57.92%. La oviposicion en los califoridos es
diferente entre cada especie, esto dependiendo de las condiciones de sustrato y fotoperiodo en las

que se encuentren cada especie.

Palabras clave: Calliphoridae, desbridamiento, secreciones-excreciones, oviposicion, inhibicion

bacteriana.



ABSTRACT

The Calliphoridae family is distributed with more than 1000 species, in 150 genera, of which are
distributed throughout the world. The inhibitory effect of Chrysomya rufifacies (Macquart) and
Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) larval excretions-secretions (ES) with
Staphylococcus aureus (Bacillales: Staphylococcaceae) was determined using a portable
colorimetric method without the need for any dedicated spectral instrument. The inhibition was
measured with the ImagelJ software. S. aureus and was exposed to different ES concentrations of
both species individually. At a concentration of 800 ppm ES of C. rufifacies and C. macellaria,
bacterial growth was inhibited by 97.45 + 1.70% and 82.21 + 1.88%, respectively. As expected,
exposure to a lower concentration (ie, 50 ppm) was less inhibitory (C. rufifacies ES, 77.65 £ 4.25%
and C. macellaria ES, 43.54 £ 4.63%). On the other hand, the search for proteins with antimicrobial
activity in different organisms has been associated mainly with the growing problem of bacterial
resistance to antibiotics. The antibacterial activity of ES larvae of seven species of flies
(Calliphoridae) was evaluated in vitro. Growth of Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa, the ES extracted from each species was evaluated in two protein concentrations (0.1
and 1.0 ug / ml). With the concentration of 0.1 mg / ml protein of larval SE of C. putoria reduced
the population of P. aeruginosa from 2 h to 24 h. C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, C.
macellaria, L. cuprina and L. eximia showed activity against S. aureus. In the concentration of 1
mg / ml of protein of larval SE of L. cuprina showed inhibitory activity at 0 h, 1 h and 2 h against
P. aeruginosa and C. megacephala and C. putoria showed activity against S. aureus at 4 h, 5h, 6 h
and 24 hours. Fournier's gangrene is a fulminating necrotizing fasciitis of the perineum and genitals,
two diabetic men enrolled in this study. The microbial isolates included FEscherichia coli,
Staphylococcus aureus and Candida albicans, and the antibiotics were selected accordingly. The
treatments with disinfected Lucilia sericata larvae (Diptera: Calliphoridae) were followed quickly
by the disappearance of the necrotic tissue, the control of the infection and the growth of the
granulation tissue. One patient required three treatment cycles of 48 hours, 8 cycles for the other,
each with 10 larvae / cm2 of wound surface. Both patients survived without the need for anatomical
reconstruction. Therapy with larvae decreased the number of surgical procedures that would
otherwise have been necessary and resulted in very favorable results. The bloflies are the first
colonizers of the corpses, Lucilia cuprina, Lucilia sericata and Cochliomya macellaria are used as
tools in the legal process of the post mortem interval (IPM). In the present study the percentage of
oviposition of the three species of Calliphorids (1 female 2 males) with fresh livers of beef, chicken

and pork during photoperiods 12:12 hours (light / dark) with changes between each photoperiod in a
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period of 15 days was determined. The results showed that Lucilia sericata obtained the highest
percentage of 29.55% oviposition in chicken liver during the day, in the same way the chicken liver
was the most attractive with 35.51% during the day. As for the photoperiods the highest percentage
of oviposition was during the day having 57.92%. The oviposition in the califorids is different
between each species, this depending on the substrate and photoperiod conditions in which each

species is found.

Key words: Calliphoridae, debridement, secretions-excretions, oviposition, bacterial inhibition.
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INTRODUCCION GENERAL

Las moscas de la familia Calliphoridae son ampliamente distribuidas en el mundo ya que contiene
mas de 1000 especies en 150 géneros, las especies de esta familia son de importancia médica y
forense. En el area medica la curacidon de heridas cronicas es un reto en el sector de salud a nivel
mundial, debido a la necesidad de conocer nuevos métodos rapidos y seguros en el manejo de
heridas, ademas de los altos costos y el tiempo. Un factor que incide es el retraso de la cicatrizacion
por el crecimiento bacteriano, ademas de que algunas bacterias han presentado resistencia a los
antibidticos. Se han reportado varios estudios del efecto bactericida de las secreciones/excreciones
de larvas de califéridos con bacterias gram-positivas y en gram negativos, la mayoria de los
estudios se han desarrollado con larvas de moscas Lucilia sericata, sin embargo no ha habido
ningun reporte de los efectos benéficos de las secreciones/excreciones de larvas Chrysomya
rufifacies (Macquart) con bacterias Staphylococcus aureus  cuantificadas mediante analisis
colorimétricos, por ello en el Capitulo 1 se han trabajo con la inhibicion de Staphylococcus aureus
con las secreciones-excreciones (ES) de larvas de moscas Chrysomya rufifacies y Cochliomyia
macellaria (Diptera: Calliphoridae) bacterias mediante la imagen digital basada en colimetria. De
la misma forma en el Capitulo 2 se trabajo con las SE larvales de siete especies de importancia
medica y forense en Brasil con dos concentraciones de proteinas (0,1 y 1,0 ug / ml) analizados
frente a S. aureus y P. aeruginosa.

Los califérifos han sido ampliamente estudiados debido a su importancia médica, ya que ellos
pueden causar miasis benignas y malignas, algunas especies han sido reportadas como método de
desbridamiento en las heridas necrosadas conocida como larvaterapia, dentro de las especies mas
representativas se encuentran las larvas de la mosca Lucilia sericata, las cuales han sido reportadas
con efectos benéficos en el manejo de heridas, sin embargo no hay suficientes reportes de sus
efectos en gangrenas de Fournier, es por ello que en el Capitulo 3 se manejan dos casos de pacientes
diagnosticados con este padecimiento y que fueron tratados con larvas Lucilia sericata con dosis de
10 larvas por cm® en ciclos de 48 horas cada uno. La importancia de los califéridos en el area
forense son conocidas como las primeras colonizadoras en los cadaveres, son utilizados evidencia
forense y brindar informaciéon que permiten estimar el intervalo post-mortem (IPM), entre sus
especies mas representativas algunos estudios de conducta de califéridos en el area forense
muestran la necesidad de conocer la atraccion y oviposicion de cada especie en cuanto al sustrato y
fotoperiodo de cada especie, sabiendo que las diversas especies tiene conductas diferentes en el

proceso de oviposicion dependiendo de las condiciones medio ambientales, en el Capitulo 4 se
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busco contribuir al conocimiento de oviposicion de cada hembra de cada especie Cochliomyia
macellaria (Fabricius), Lucilia sericata (Meiguen) y Lucilia cuprina (Wiedemann), con tres

sustratos de higados de res, cerdo y pollo y del fotoperiodo.
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CAPITULO1

Actividad bactericida de Chrysomya rufifacies y Cochliomyia macellaria
(Diptera: Calliphoridae) Excreciones-Secreciones de larvas contra
Staphylococcus aureus Rosenbach 1884

Bactericidal Activity of Chrysomya rufifacies and Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae)
Larval Excretions-Secretions Against Staphylococcus aureus Rosenbach 1884

RESUMEN

El efecto inhibitorio de Chrysomya rufifacies (Macquart) y Cochliomyia macellaria (Fabricius)
(Diptera: Calliphoridae) excreciones-secreciones (ES) en Staphylococcus aureus (Bacillales:
Staphylococcaceae) se determind utilizando un método colorimétrico portatil sin necesidad de
ningun instrumento espectral dedicado. Se utilizaron microplacas de poliestireno y se agregaron a
cada pocillo 100 pl del indculo bacteriano (5x10° CFU) / ml mas 100 pl de las exosecreciones de
las diferentes concentraciones. Posteriormente, se afadieron a cada pocillo 50 pl de una solucion al
1% de la tincidén con cloruro de trifenil tetrazolio para determinar la viabilidad bacteriana. El
desarrollo del color en cada pozo se midid con el software Imagel. S. aureus fue expuesto a
diferentes concentraciones de ES de ambas especies individualmente. A una concentracion de 800
ppm ES de C. rufifacies y C. macellaria, se inhibid el crecimiento bacteriano 97.45 + 1.70% y
82.21 + 1.88%, respectivamente. Como se esperaba, la exposicion a una concentracion mas baja (es
decir, 50 ppm) fue menos inhibitoria (C. rufifacies ES, 77.65 = 4.25% y C. macellaria ES, 43.54 +
4.63%). Este estudio demuestra por primera vez la actividad bactericida de C. rufifacies y C.
macellaria ES contra S. aureus. Este hallazgo es prometedor, ya que podria resultar en Ia
identificacion y sintesis de proteinas capaces de suprimir el desarrollo de patégenos en las heridas.
Ademas, el método propuesto puede simplificar el uso de instrumentos de laboratorio costosos para

la determinacion de la actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT

The inhibitory effect of Chrysomya rufifacies (Macquart) and Cochliomyia macellaria (Fabricius)
(Diptera: Calliphoridae) larval excretion-secretions (ES) on Staphylococcus aureus (Bacillales:
Staphylococcaceae) was determined using a portable colorimetric method without the need for any
dedicated spectral instrument. Polystyrene 96 well microplates were used and 100 pl of the bacterial
inoculum (5x105 CFU)/ml) plus 100 upl of the dipteran exosecretions at different concentrations
were added to each well. Subsequently, 50 ul of a 1% solution of the triphenyl tetrazolium chloride
stain was added to each well to determine the bacterial viability. The color development in each
well was measured with the Imagel software. S. aureus was exposed to different concentrations of
the ES of both species individually. At a concentration of 800 ppm ES of C. rufifacies or C.
macellaria, bacterial growth was inhibited 97.45 + 1.70% and 82.21 £+ 1.88%, respectively. As
expected, exposure to a lower concentration (i.e., 50 ppm) was less inhibitory (C. rufifacies ES,
77.65 £ 4.25% and C. macellaria ES, 43.54 + 4.63%). This study demonstrates for the first time the
bactericidal activity of C. rufifacies and C. macellaria ES against S. aureus. This finding is
promising as it could result in the identification and synthesis of proteins capable of suppressing
pathogen development in wounds. Additionally, the proposed method can simplify the use of

expensive laboratory instruments for antimicrobial activity determination.

Keywords: Antibacterial activity, Maggot’s exosecretions, Calliphoridae, ImageJ, Colorimetric-
analysis.
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INTRODUCCION

El descubrimiento de nuevos compuestos prometedores derivados de insectos como moléculas
bioloégicamente activas de fuentes naturales ha sido un pilar en las ciencias bioldgicas durante
milenios (Srivastava et al. 2009). Incluso hoy en dia, los curanderos tradicionales usan insectos
como medicina para tratar heridas (Alves & Alves, 2011; Cherniack, 2010). Los esfuerzos de
investigaciones recientes han demostrado que los productos quimicos producidos por los insectos,
como resultado de sus mecanismos de defensa personal, pueden utilizarse como antibacterianos
(Talukdar 2009; Mishra et al. 2003). Entre las especies de insectos mas comunmente utilizadas para
fines médicos se encuentran las larvas de moscas (Diptera: Calliphoridae). Mas especificamente, las
larvas de Lucilia sericata (Meigen) (Mumcuoglu 2007), Lucilia cuprina (Wiedemann) (Paul et al.
2009) y Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Masiero et al. 2017) han sido examinadas para
determinar su uso en el tratamiento de heridas infectadas. Se ha atribuido un enorme potencial

econdmico e innovador al producto natural derivado de insectos (Vilcinskas 2011).

Actualmente, el tratamiento de las heridas cronicas es un gran desafio. Dicho reconocimiento se
debe a los altos costos involucrados en el tratamiento de dichas heridas y al tiempo necesario para
una recuperacion completa. En muchos casos, la recuperacion se retrasa debido a la proliferacion
bacteriana y a su resistencia a los antibidticos. Ademas, en muchos casos, las heridas estan
infectadas con multiples especies microbianas, lo que hace que el diagnostico y el tratamiento sean
aun mas dificiles (Bowler & Davies, 1999). Por ejemplo, tanto Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina (Livermore 2000; Tentolouris et al. 1999) como Pseudomonas que ocurren
comunmente en heridas cronicas (Rahim et al. 2016; Gjodsbol et al. 2006). Por lo tanto, los planes

de tratamiento pueden ser complejos y dificiles de implementar.

Hay mas de 30 especies de Staphylococcus, el Staphylococcus aureus tiene el mayor impacto en la
humanidad debido a que es un patéogeno oportunista comunmente asociado con los hospitales
(Diarra et al. 2013). Ademas, en las ultimas dos décadas, el numero de infecciones por S. aureus
resistentes a la meticilina ha aumentado (Cardozo et al. 2013). De hecho, esta bacteria ha sido
identificada como la segunda causa mas comun de infecciones en el flujo sanguineo asociadas con
los hospitales (Purrello et al. 2014). Rodvold y McConeghy (2014) describieron que S. aureus se ha
asociado con una morbilidad significativa y surgié como una causa critica de las infecciones de la

herida. La prevalencia de esta cepa se ha convertido en un importante patégeno estudiado en la
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cicatrizacion de heridas en el mundo. Ademas, la resistencia antimicrobiana de esta especie se esta

volviendo mas comun y, en consecuencia, €s una preocupacion aiin mayor.

La larvaterapia (LT) ha proporcionado resultados prometedores en la curacion de heridas (Cruz-
Saavedra et al. 2016). La curacion de heridas inducida por larvas se produce a través del
desbridamiento, la desinfeccion y la estimulacion de la formacion de tejidos, seguida de un efecto
bacteriostatico / antibacteriano y antiséptico que elimina el crecimiento bacteriano (Bexfield et al.
2004). La resistencia a los antibidticos es un desafio importante que el mundo enfrenta hoy. La
mayoria de las investigaciones examinaron el uso de larvas de L. sericata debido a su distribucion
cosmopolita (Herrmann et al. 2019; Baumann et al. 2017; Bernhardt et al. 2017; Valachova et al.
2014 ). De la misma manera, el efecto antimicrobiano de L. sericata se ha demostrado en bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, asi como una reduccion en el biofilm formado por

Staphylococcus aureus (Bexfield et al. 2010).

La familia Calliphoridae contiene mas de 1000 especies, en 150 géneros, que se distribuyen en todo
el mundo (Shewell 1987;Hennig 1973). Muchas de estas especies son conocidas como
colonizadores de restos humanos en descomposicion (Byrd y Castner 2010; Wells y Greenberg
1992). Entre las especies mas representativas se encuentran Cochliomyia macellaria (Fabricius),
Chrysomya rufifacies (Macquart), L. sericata y L. cuprina (Wiedemann). C. rufifacies es conocida
como el gusano velloso, tiene una distribucion mundial y un interés especial para la ciencia forense
en muchos paises del mundo (Byrd y Castner 2010; Sukontason et al. 2008; Wells y Greenberg,
1994). C. macellaria es una especie de cria en carrofia de importancia médica, veterinaria y forense,

y tiene una distribucion ampliamente en la region neotropical (Byrd & Castner 2010).

Las secreciones-excreciones (SE) de larvas de L. sericata contienen compuestos de bajo peso
molecular que han sido demostrados in vitro que son activos contra las bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas (Huberman et al. 2007). Los mas notables son las defensinas, los péptidos ciclicos
antimicrobianos y también podrian estar relacionados con la respuesta inmune de un insecto, que se
activa durante la terapia de desbridamiento larval (Andersen et al. 2010). La mayor parte de la
investigacion de la actividad antibacteriana se ha realizado en condiciones in vitro a partir de las
secreciones y excreciones de larvas de L. sericata (Bohova et al. 2014; Andersen et al 2010; Harris
et al 2009). Ratcliffe et al. (2015) indicaron que las secreciones-excreciones de larvas de
Chrysomya megacephala, Chrysomya albiceps y Chrysomya putoria tuvieron una alta actividad
antibacteriana contra las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Sin embargo, la actividad

antibacteriana de Chrysomya rufifacies, que es uno de los objetivos de nuestro estudio, no se habia
19



investigado hasta la fecha. Algunas especies como Calliphora vicina (Barnes et al. 2010), L.
cuprina (Arora et al. 2011, 2010) y C. macellaria (Masiero et al. 2017) también se han notificado,

pero con menos frecuencia.

Asimismo, la cuantificacion colorimétrica del causa-efecto de los péptidos de los dipteros sobre el
crecimiento bacteriano con programas especializados en informatica, ademas es un proceso
innovador y de bajo costo para cualquier situacion adversa en equipos de laboratorios para estimar
el efecto antibacteriano. Los desarrollos recientes de las tecnologias de analisis de imagenes han
hecho mas accesible una foto de alta resolucion producida desde una camara digital. Existe una
amplia gama de tareas cruciales en las que las tecnologias informaticas pueden ser una herramienta
actual para desarrollar detecciones colorimétricas rapidas y de bajo costo para el analisis
cuantitativo (Ferrari et al. 2017). ImageJ es un software de procesamiento de imagenes de codigo
abierto y se puede descargar desde http://rsbweb.nih.gov/ij/. El software se puede instalar en
cualquier sistema de plataforma, por lo que se ha convertido en una herramienta valiosa en la
investigacion que involucra el anélisis de imagenes digitalizadas. Ademas, se ha utilizado para
diversas aplicaciones en una amplia escala espacial, desde experimentos moleculares que incluyen
el recuento de eritrocitos nucleados en frotis de sangre (medicamentos), ciencias bioldgicas y
ambientales, hasta aplicaciones entomoldgicas y estudios que analizan la expansion de los arrecifes
de coral (Fortin & Battie 2012; Igathinathane et al. 2009; Teale 2009; Collins 2007; Toews et al.
2006; Johnson & Perez 2006; Halley et al. 2005; Hill et al. 2005; Gering & Atkinson 2004;
Abramoff et al. 2004).

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto del crecimiento inhibitorio in vitro
causado por las secreciones-excreciones de larvas de importancia forense (C. rufifacies y C.
macellaria) en la cepa bacteriana de Staphylococcus aureus. Ademas, pretende demostrar el uso de
un método de deteccion simple, de bajo costo y potencialmente portatil para el analisis

colorimétrico del crecimiento bacteriano sin utilizar ningtin instrumento espectral de laboratorio.
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MATERIALES Y METODOS
Colonia de moscas

Las colonias de C. rufifacies y C. macellaria se criaron en una camara de cria de insectos en la
Universidad Autéonoma de Campeche, México (19°49'36.7" N, 90°33'15.6" W). La identificacion
morfologica se realizd bajo un estereomicroscopio (DS-2MV-NIKON) utilizando las claves de
identificacion descritas por (Grella et al. 2015; Irish et al. 2014; Grella & Thyssen 2011). Las
colonias de moscas se mantuvieron en jaulas de malla (40 cm x 40 cm x 40 cm) a 25 £ 1,5 ° C, bajo
un fotociclo de 12:12 h luz:oscuridad y humedad relativa (70 + 10%). Aproximadamente, se
agregaron 50 g de higado de pollo fresco en las jaulas de malla durante 4 h por la mafiana cuando se
necesitaban huevos para la experimentacion. Se proporciond azucar granulada (sacarosa) y agua ad
libitum (Sukontason et al. 2008; Gabre et al. 2005). En un gabinete de flujo laminar, los huevos que
se colectaron en el sustrato se transfirieron a a matraces estériles transparentes de 1 L que contenian
aserrin estéril para la cria, fueron renovados por 50 g de higado de pollo cada dos dias como
suplemento de crecimiento e incubados a 27 ° C. Todo ello hasta que las larvas eclosionadas

alcanzaron el tercer estadio.
Coleccion de secreciones-excreciones

Se tomaron larvas del tercer estadio de C. rufifacies y C. macellaria (=<1500) de colonias
previamente establecidas y se usaron para obtener secreciones-excreciones de larvas (Pinilla et al.
2013; Rueda et al. 2010). Las larvas se alimentaron con 200 g de higado de res y se transfirieron a
un tubo coénico, donde se lavaron cuatro veces con agitacion constante durante 5 minutos en
diferentes soluciones para esterilizarse siguiendo el método propuesto por Cruz-Saavedra et al.
(2016): 1) hipoclorito de sodio al 0,5%, 2) formaldehido al 5% y 3) lavado con solucion salina
estéril. Posteriormente , se afiadieron 6 ml de solucion salina a las larvas; el tubo se cubrid con
papel de aluminio y se incub6 en un horno (Felisa EU) durante 1 hora a 37 © C para inducir estrés y
producir exudados. Las secreciones-excreciones acumuladas se colectaron con una jeringa
desechable y se pasaron a través de papel de filtro y se centrifugaron a 13,000 g durante 10 minutos
a4 ° C (Eppendorf-5810R). El sobrenadante de secreciones-excreciones que se utilizé en el ensayo
antimicrobiano se filtr6 a través de filtros Millipore (0,22 um) para asegurar la consistencia de la
actividad antibacteriana no inducida por bacterias contaminantes. Sin embargo, se tomd una

muestra para crecer en Agar de Dextrosa de Papa (PDA) y Agar de Soja Trypticase (TSA) a 27° C
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para confirmar la ausencia de contaminacion bacteriana. Las exosecreciones se mantuvieron a -80 °©

C hasta su uso (Diaz-Roa et al. 2014).
Ensayo antibacteriano

La actividad antibacteriana de larvas de C. rufifacies y C. macellaria SE se llevo a cabo utilizando
la técnica de microdilucion. Se aislo una cepa bacteriana de S. aureus de un paciente en el Hospital
General de Campeche, México y se donod al Departamento de Microbiologia Ambiental y
Biotecnologia de la Universidad Autonoma de Campeche. Para obtener el indculo bacteriano, se
cultivd S. aureus en una placa de Petri con agar tripticasa de soya y se incubd a 37 ° C durante 24
horas. Posteriormente, el indculo se ajusté a una concentracion final de 5 x 105 UFC / ml. Se
utilizaron microplacas de poliestireno de 96 pocillos para llevar a cabo los bioensayos, se
depositaron 100 pl de inéculo bacteriano en cada placa de pocillo y se agregaron 100 ul de las
exosecreciones de los dipteros a 800, 400, 200, 100 y 50 ppm, y se realizaron tres controles
experimentales. estableciendo un control negativo (bacteria con medio de cultivo), un medio de
cultivo y un control positivo (bacteria con amikacina). Las microplacas se incubaron a 37 ° C
durante 24 horas. Posteriormente, se agregaron 50 pl de soluciéon de cloruro de trifenil tetrazolio
(TTC) (Sigma-Aldrich) al 1% en cada pocillo para determinar el efecto bacteriano de las
exosecreciones sobre las bacterias después de 30 minutos; la reduccion de TTC por las enzimas
deshidrogenasas bacterianas produce un precipitado rojo que indica un efecto negativo; por otra

parte, ningun cambio de color indica un efecto inhibidor positivo.
Adgquisicion de imdgenes y procesamiento de datos

Como se muestra en la Figura 1, el color que se desarrollaba en cada pocillo de la microplaca se
fotografié con una camara digital (Nikon-D3300®, Japon) con el formato de alta resolucion. La
imagen fue asistida con el software Adobe Photoshop 14.0 (Programa de Manipulacion de
Imagenes de Adobe - TIFF, 600 dpi) y depositada con ImageJ 1.52a (Institutos Nacionales de la
Salud, Bethesda, MD, EE. UU.) (Rasband 1997-2016, Schneider et al. 2012) . La densidad optica
integrada de cada punto se analiz6 utilizando iméagenes de nivel de gris que se transfirieron desde la
imagen RGB para observar el area bajo la curva de cada tratamiento e interpretacion (Hartig 2013;
Miller 2007, 2010,). Los datos se obtuvieron con la funcidon ‘Gel Analysis - Plot". La intensidad del
color (Media + SD) de cada punto se midié con la funcién "Histograma - Medir" y se mostr6 en un

formato de excel para ser exportado para su analisis estadistico a través de equipos informaticos.
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Analisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo por cuadruplicado y los datos se expresaron como media
+ desviacion estandar. Los datos de intensidad colorimétrica se transformaron en un porcentaje de
crecimiento bacteriano. Posteriormente, se realizd0 un analisis de varianza (ANOVA) para
determinar las diferencias significativas entre los tratamientos. El procesamiento de los datos y la
comparacion de las medias se realizaron mediante el método de Tukey (p < 0.05) y el software

estadistico Minitab 18.1.
RESULTADOS

Por primera vez el efecto antibacteriano de las excreciones-secreciones de larvas de C. rufifacies
mediante un analisis colorimétrico con el software ImageJ. Ademas, se confirma, a través de este
mismo método, el efecto toxico de las secreciones-excreciones de larvas de C. macellaria contra S.
aureus (Masiero et al. 2017). Se observo una disminucion proporcional en el color de cada pocillo

representativo para el crecimiento bacteriano con cada una de las concentraciones evaluadas.

A una concentracion de 800 ppm de exosecreciones de larvas, hubo inhibiciones del crecimiento
bacteriano de 97.45 £ 1.70% (F = 1000.80, df = 6, 21, p <0.0001, r2 = 0.9965) para C. rufifacies y
82.21 £ 1.88% (F = 965.88, df = 6, 21, p <0.0001, r2 = 0.9964) para C. macellaria, mientras que en
la concentracion mas baja de 50 ppm, se obtuvieron 77.65 £ 4.25% y 43.54 £ 4.63% en la
inhibiciéon del crecimiento bacteriano para C. rufifacies y C. macellaria, respectivamente. La
efectividad de la exosecrecion de C. rufifacies en S. aureus es mayor que la de C. macellaria segin
los datos de intensidad colorimétrica e inhibicion del crecimiento obtenido con el software Imagel

(Cuadro 1).

No hubo crecimiento de otras bacterias en ninguna de las lecturas observadas, lo que sugiere que el
procedimiento de esterilizacion de larvas de mosca y la purificacion de las secreciones-excreciones
fue exitoso. Los filtros de membrana (0,22 um) utilizados en el estudio se emplean para recuperar
bacterias y otros microorganismos de muchas muestras ambientales porque son lo suficientemente
pequeiios para retenerlos (Millpore, 2000). El mecanismo es bastante simple porque retiene todas
las particulas que tienen un tamafio mas grande que los poros. Estos poros estan formados por los
espacios que resultan de la superposicion de las fibras de las diferentes capas de la membrana. Asi,
algunas particulas mas pequefias son retenidas por otros mecanismos como las fuerzas de Van der

Waals o por la suma de particulas retenidas previamente (Pearce, 2007)
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Cuadro 1. Cuantificacion colorimétrica de la actividad antibacteriana de Chrysomya rufifacies y
Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae) exosecreciones larvales contra Staphylococcus
aureus

Concentracién Chrysomya rufifacies Cochliomyia macellaria
(ppm) IC ICC (%) IC ICC (%)

800 200.36 97.45+1.70 ab 169.03 82.21 +1.88 b
400 201.87 98.17 £ 0.67 ab 162.10 78.84 £1.28 be
200 198.05 96.34 £3.71 b 156.44 76.09 +1.70 c
100 197.77 96.17 £1.40 b 155.06 75.40 £1.59 c
50 159.60 77.65+4.25 c 89.66 43.54 +4.63 d
C+ 205.65 100.00+0.00 a  205.65 100.00 £ 0.00 a
C- 41.15 0.00 £ 0.00 d 41.15 0.00 £ 0.00 e

Los datos de las concentraciones con letras diferentes para la columna de CGI en cada especie de mosca de soplo son
estadisticamente significativos (p <0.05). C +: control positivo (antibidtico-sulfato de amikacina), C-: control negativo
(medio bacteriano). IC: Intensidad colorimétrica. ICC: inhibicion del crecimiento colorimétrico.

DISCUSION

Hoy en dia es muy importante conocer mas sobre las herramientas de origen natural para ayudar a
la implementacion de diferentes medidas preventivas y terapéuticas para combatir las infecciones
por S. aureus resistentes a la meticilina en la comunidad y los hospitales (Mejia et al. 2010).
Algunos informes han demostrado la eficacia de la potente actividad antibacteriana presente en las
secreciones-excreciones de larvas de las especies de la familia Calliphoridae talescomo Lucilia
sericata, Cochliomyia macellaria contra S. aureus (Masiero et al. 2017; Barnes et al. 2010; van der
Plas et al. 2008; Bexfield et al. 2004). Thomas (1999) mostré una marcada actividad antimicrobiana
in vitro de las secreciones-excreciones de larvas de L. sericata contra Streptococcus y S. aureus.
Bexfield et al. (2004) demostraron que las exosecreciones de las larvas de L. sericata son
termoestables, resistentes a la proteasa y una potente actividad antibacteriana contra una cepa de S.
aureus resistente a la meticilina. Nuestros resultados mostraron resultados similares, aunque
utilizamos diferentes especies de Calliphoridac. Del mismo modo, los trabajos de Bexfield y
colaboradores (2010) y Jaklic et al. (2008) demostraron que la capacidad de las exosecreciones de

L. sericata para reducir la poblacion de esta bacteria fue 91.5% y 100% en menos de 24 horas,
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respectivamente, demuestrdo el uso potencial de los compuestos quimicos secundarios que se
encuentran en esas SE. Las diferencias en la eficacia biolégica que se encuentran en la literatura
pueden deberse a la cantidad de larvas de mosca utilizadas para obtener las secreciones, lo que
implica la variacion de la concentracion del producto, el uso de diferentes especies de moscas y
cepas bacterianas, medio de crecimiento, bidtico y / o abidtico. estrés al que estan sometidas las
larvas para la produccion de secreciones, y por supuesto, al método de cuantificacion bacteriana.
Aunque los datos en nuestro estudio no difirieron de la efectividad encontrada en otras cepas

bacterianas.

En esta practica cientifica debemos considerar que existen compuestos con actividad bacteriostatica,
teniendo en cuenta los comentarios de Masiero et al. (2017) donde expresan que las secreciones-
excreciones de larvas de C. macellaria no siempre mantuvieron un efecto antibacteriano, pero no
hay razones suficientes para descartar su potencial como agente antibacteriano. Se ha demostrado
que algunos compuestos tienen efectos antibacterianos como la lucifensina, que es una de las
sustancias producidas por larvas L. sericata que estan involucradas en la terapia larvaria
(Valachova et al. 2014). La lucifensina juega un papel importante en la inhibicion de algunos
patogenos de la herida, ya que se ha encontrado en las SE de las larvas (Valachova et al. 2013;
Cerovsky et al. 2010). La microflora del intestino de las larvas secreta oligopéptidos con potencial
antibacteriano (Bexfield et al 2004) y desinfectantes (Erdmann & Khalil 1986), tal vez este
compuesto quimico se encuentra en las secreciones-excreciones evaluadas en nuestra investigacion
o algin otro péptido que los hace efectivos contra las bacterias; razén importante para seguir
evaluando la informacion que se encuentra en nuestro estudio. Adicionalmente, Kawabata et al.
(2010) y Barnes & Gennard (2011) han establecido que el sistema inmunitario larvario podria
activarse para inducir la produccion de sustancias antibacterianas para sobrevivir en un entorno
infeccioso (Cerovsky & Bem 2018). En nuestro estudio, las larvas de las moscas sopladoras fueron
sometidas a estrés abiotico (T ° C), lo que sugiere que esta sustancia se puede producir a través de
las condiciones bidticas y/o abioticas, y no solo con la presencia de microorganismos asociados con

una herida y/o afecciones bacterianas que podrian ser inducidas.

El movimiento fisico de las larvas de L. sericata ayuda a generar SE que licuan el tejido
necrotico para que pueda ser digerido facilmente (Sherman 2014). Sus SE tienen actividad
bactericida y destruyen biopeliculas (Brown et al. 2012). Algunos estudios han demostrado que las
SE de L. sericata poseen potentes péptidos con actividad antibacteriana contra S. aureus (Barnes et

al. 2010; Bexfield et al. 2004, 2008; van der Plas et al. 2008; Cazander et al. 2009;), que tuvieron un
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parecido con nuestro trabajo de investigacion. Meylaers et al. (2003) informaron de un péptido
antimicrobiano, beta-alanil-tirosina (sarcofagina), obtenido de recursos de insectos. Barnes et al.
(2010) describieron que la concentracion de SE de larvas de Lucilia sericata son potenciales para
inhibir S. aureus y P. aeruginosa. Algunas enzimas potentes que estan presentes en las SE son
tripsina, leucina aminopeptidasa, carboxipeptidasa, serina proteasas, aspartil proteinasa,
exopeptidasa (Vistnes et al. 1981; Schmidtchen et al. 2003; Chambers et al. 2003; Telford et al.
2010). Recientemente Brown et al. (2012) mostraron que las SE de larvas contienen
desoxirribonucleasa (DNAse) que desempeiia un papel importante en la inhibicion del crecimiento
microbiano. Se han encontrado varios agentes antimicrobianos nuevos, como la serina proteasa
(Morgan et al. 1991, Gao y Zhang 2009), por lo tanto, podemos inferir que las secreciones
obtenidas de las larvas de mosca en nuestro trabajo contienen al menos un péptido que proporciona

esta actividad bioldgica en la cepa bacteriana evaluada en esta investigacion.

Un estudio reciente de Ahmed et al. (2016), mostraron que las secreciones-excreciones de
larvas de C. albiceps podrian ser utiles como un agente anticanceroso potencial y un inhibidor de
quinasas. Chaiwong et al. (2016) mencionaron que las exosecreciones de C. megacephala han
mostrado inhibicion del crecimiento de E. coli; sin embargo, no se encontré que inhibieran el
crecimiento de P. aeruginosa y S. aureus, lo que sugiere que no todas las especies de moscas tienen
el mismo potencial antibacteriano, en nuestro estudio C. rufifacies present6 un efecto toxico con S.
aureus, que se cuantifico, mediante un analisis de colorimetria basado en imagenes digitales.
Algunos desarrollos en bioingenieria han tenido un gran potencial en la medicina moderna debido al
desarrollo de compuestos derivados de insectos para tratar bacterias resistentes a los antibioticos,

VIH, cancer, angiogénesis, coagulacion y curacion de heridas (Ratcliffe et al. 2011).

Por otro lado, Baviskar (2011) comentdé que las técnicas microbioldgicas permiten a los
cientificos adquirir grandes cantidades de datos en forma de imagenes. El analisis manual de estas
imagenes requiere mucho tiempo, es tedioso y a menudo, proporciona resultados sesgados e
irreproducibles. Por ejemplo, el ojo humano no puede detectar una disminucion en el tamafo de las
células en un 10% o una disminucion doble en la intensidad de una proteina marcada con
fluorescencia en una imagen, pero el analisis de imagenes con ImagelJ puede detectar cambios que
son tan sutiles, pero bioldgicamente significativos, lo que permite ser una herramienta viable para
cuantificar el crecimiento bacteriano. La deteccion se logra midiendo el cambio de color cuando las

enzimas deshidrogenasas asociadas con el patéogeno de interés reaccionan con un sustrato

26



cromogénico, el método permite un tiempo de enriquecimiento que le permite detectar bacterias en

bajas concentraciones de UFC/cm” (Jokerst et al. 2012).

Este estudio muestra por primera vez la accion de la actividad bactericida de SE de C.
rufifacies contra S. aureus y confirma la actividad bactericida de C. macellaria. La familia
Calliphoridae son moscas prometedoras para el descubrimiento y desarrollo biotecnoldgico. Este
hallazgo representa una alternativa prometedora para la generacion de nuevos productos que pueden
aplicarse como un recurso biotecnoloégico en pacientes con heridas que no desean someterse a una
terapia larvaria. De la misma manera, se pretende ofrecer un método de deteccion simple, de bajo
costo y potencialmente portatil para el analisis colorimétrico del crecimiento bacteriano sin utilizar
ningun instrumento espectral de laboratorio. También recomendamos estudios de seguimiento,
como la identificacion quimica de péptidos de SE y el posible modo de accion en cepas bacterianas

para obtener una vision mas amplia de esta interaccion SE-bacterias.
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CAPITULO I

Ensayos in vitro de la evaluacion de la accion de exosecreciones de larvas
de siete especies de moscas (Diptera; Calliphoridae) sobre el crecimiento
de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa

In vitro assays to evaluate the action of larval exosecretions of seven species of blowflies (Insecta,
Diptera, Calliphoridae) on the growth of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa

RESUMEN

La busqueda de proteinas con actividad antimicrobiana en diferentes organismos se ha
asociado principalmente con el creciente problema de la resistencia bacteriana a los antibioticos. En
insectos, particularmente en las moscas, varios informes han descrito que los péptidos
antimicrobianos (AMP) presentes en la excrecion / secrecion de larvas (ES) tienen una actividad de
amplio espectro contra una amplia gama de microorganismos. La especie objetivo en estas
investigaciones es principalmente Lucilia sericata (Meigen) (Diptera, Calliphoridae). En el presente
estudio, evaluamos in vitro la actividad antibacteriana de las larvas de ES de siete especies de
moscas de las moscas (Calliphoridae) en el crecimiento de Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa. Los ES extraidos de cada especie en dos concentraciones de proteinas (0,1 y 1,0 ug /
ml) se analizaron frente a S. aureus y P. aeruginosa. Se utilizaron antibidticos como ampicilina y
ciprofloxacina como grupo de control. Los ensayos revelaron la actividad con 0,1 mg / ml de
proteinas C. putoria redujo la poblacion de P. aeruginosa desde las 2 h hasta 24 h. C. albiceps, C.
megacephala, C. putoria, C. macellaria, L. cuprina y L. eximia mostraron una actividad contra S.
aureus. En la concentracion de 1 mg / ml de proteinas L. cuprina mostr6 actividad inhibitoria a las 0
h, 1 h'y 2 h contra P. aeruginosa. C. megacephala y C. putoria mostraron actividad contra S.
aureus a las 4h, 5h, 6h y 24 horas. Estas caracteristicas contribuyen al uso potencial de estos ES en

medicina humana y veterinaria.

Palabras clave: Larval therapy — Medical Entomology — Multiresistant Bacteria — Wound Care —

Public Health.
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ABSTRACT

The search for proteins with antimicrobial activity in different organisms has been
associated mainly with the growing problem of bacterial resistance to antibiotics. In insects,
particularly flies, several reports have described that antimicrobial peptides (AMPs) present in
larval excretion/secretion (ES) have broad-spectrum activity against a wide range of
microorganisms. The target species in these investigations is mostly Lucilia sericata (Meigen)
(Diptera, Calliphoridae). In the present study, we evaluated in vitro the antibacterial activity of
larval ES of seven species of blowflies (Calliphoridae) on the growth of Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. Blowfly maggots of seven species were reared for extraction of its
metabolites. The ES extracted of each species in two protein concentrations (0.1 and 1.0 ug/mL)
were screened against S. aureus and P. aeruginosa. Antibiotics such as ampicillin and ciprofloxacin
were used as a control group. The assays revealed the activity with 0.1 mg / ml protein with C.
putoria  who reduced the population of P. aeruginosa from 2 h to 24 h. C. albiceps, C.
megacephala, C. putoria, C. macellaria, L. cuprina and L. eximia showed activity against S. aureus.
The concentration of 1 mg / ml of protein L. cuprina showed inhibitory activity against P.
aeruginosa at 0 h, 1 h and 2 h. C. megacephala and C. putoria showed activity at 4h, S5h, 6h and 24
hours against S. aureus These characteristics contribute to the potential use of these ES in human
and veterinary medicine. These characteristics contribute to the potential use of these ES in human

and veterinary medicine.

Keywords. Larval therapy — Medical Entomology — Multiresistant Bacteria — Wound Care — Public
Health.
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INTRODUCCION

Los tratamientos de alto costo y la aparicion de bacterias multiresistentes en las heridas
cronicas (Sen et al., 2009) fomentaron el resurgimiento de la Larvaterapia (LT) (Masiero & Thyssen,
2016; Pinheiro et al. 2015; Nassu & Thyssen, 2015; Téllez et al. 2012; Wang et al. 2010; Nordstrom
et al. 2009; Figueroa et al. 2006), que es un tratamiento que consiste en la aplicacion de larvas de
moscas estériles vivas (Diptera: Calliphoridae), en lesiones agudas, cronicas y / o infectadas, con el
proposito de promover o acelerar el proceso de curacion (Sherman et al. 2000). El proceso de
curacion de heridas en con LT se realiza a través de tres acciones principales: desbridamiento,
desinfeccion y remodelacion de tejidos (Masiero et al. 2015; Van der Plas et al. 2009; Chambers et
al. 2003; Prete, 1997). Los mecanismos de respuesta de los insectos contra los microorganismos
pueden percibirse facilmente por su éxito en ambientes inhospitos de supervivencia como la basura,
las heces y las carcasas de animales, sin duda, muy contaminados (Kawabata et al. 2010;
Fleischmann et al., 2004; Greenberg, 1968). Por lo tanto, la accion de las larvas durante el
tratamiento larval no se limita solo a la eliminacion de la secrecion purulenta y el tejido necrotico,
es decir, el acto de desbridar, como se les atribuyé hace algunas décadas. De esta manera, varios
informes han demostrado que los compuestos con accidon antimicrobiana presentes en las
secreciones-excreciones (SE) de las larvas tienen una actividad de amplio espectro contra una
amplia gama de microorganismos (Masiero et al. 2017; Ratcliffe et al. 2015; Jiang et al. 2012;
Kruglikova & Chernysh, 2011; Arora et al. 2010; Cazander et al. 2009; 2010; Jaklic et al. 2008;
Smith et al. 2006; Bexfield et al. 2004; Thomas y otros, 1999; Erdmann & Khalil, 1986; Simmons,
1935). Estas acciones parecen estar asociadas, predominantemente, a los péptidos antimicrobianos
(Diaz-Roa et al. 2018; Jozefiak & Engberg, 2017; Gordya et al. 2017; Yakovlev et al. 2016;
Cefovsky & Bém, 2014; Shazely et al., 2013; Cefovsky et al. 2011; Margolin & Gialanella, 2010;
Bexfield et al. 2008; Huberman et al. 2007; Kerridge et al. 2005; Bulet et al. 1999; Lambert et al.
1989; Dimarcq et al. 1988), otros mecanismos (Greenberg, 1968 Robinson y Baker, 1939),
incluidos los compuestos antimicrobianos producidos por microbios simbiodticos como Proteus
mirabilis que vive en el intestino de algunas especies de califoridos (Erdmann & Khalil, 1986). Ya
se ha investigado un nimero considerable de especies de moscas para la busqueda de componentes
con actividad antimicrobiana que se puedan usar en medicina humana o veterinaria. La mayoria de
las especies evaluadas, incluida Lucilia sericata (Meigen), que se encuentran entre las mas

estudiadas, se distribuyen en regiones templadas. Por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo
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evaluar in vitro la actividad antimicrobiana de las excreciones / secreciones (ES) de larvas de siete
especies de moscas de la mosca - Chrysomya albiceps (W.), Chrysomya megacephala (F.),
Chrysomya putoria (W.), Cochliomyia hominivorax (Coquerel), Cochliomyia macellaria (F.),
Lucilia cuprina (W.) y Lucilia eximia (W.) (Diptera: Calliphoridae) - contra las bacterias
Staphylococcus aureus (grampositivas) y Pseudomonas aeruginosa (gram negativas). Tres de las
siete especies mencionadas anteriormente, Co. macellaria, Cap. megacephala y L. eximia, se han
utilizado con frecuencia en LT en Sudamérica (Masiero & Thyssen, 2016; Pinheiro et al. 2015;

Nassu & Thyssen, 2015; Wolff-Echeverri et al. 2010; Figueroa et al. 2006).
MATERIALES Y METODOS
Obtencion de larvas

Colonias de C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, C. macellaria, L cuprina 'y L. eximia
se establecieron a partir de moscas adultas recolectadas en el campo (Estado de S&o Paulo, Brasil,
22 ° 5421 "S, 47 °© 03'39" W) usando las trampas apropiadas (Moretti et al. 2009) que contenian
higado crudo de bovino como cebo. Las muestras recolectadas se llevaron vivas al laboratorio, se
anestesiaron temporalmente mediante congelacion a -20 ° C durante aproximadamente 3 minutos,
se identificaron (Grella & Thyssen, 2011) y se transfirieron a jaulas de plastico en una habitacion
con clima controlado a 27 + 1 ° C, 70 + 10% de humedad relativa, y un fotoperiodo de 12 h. La
colonia de Cochliomyia hominivorax se establecid a partir de larvas recolectadas en heridas del

huésped (bovinos).

Los procedimientos para el mantenimiento y la cria de moscas en el laboratorio siguieron
los mismos pasos publicados por Masiero et al. (2019). A las moscas adultas se les proporciond
agua y azucar ad libitum. Se utilizd6 una porciéon de carne molida cruda para estimular la
oviposicion. Con la ayuda de un cepillo, los huevos obtenidos se retiraron del sustrato y se
mantuvieron en papel de filtro en una camara climatica a 25 ° C durante 12 h, hasta que las larvas

eclosionaron. Se permitio que las larvas se alimentaran de carne molida cruda durante 72 h.
Obtencion de Secreciones-Excreciones de larvas (ES)

La produccion de ES se realizé de acuerdo con los protocolos publicados por Masiero et al.
(2017) y Arora et al. (2011) y con ligeras modificaciones. Aproximadamente 300 larvas de tercer
estadio no estériles de cada especie se retiraron de la carne molida y se transfirieron a un frasco de

lavado limpio de 500 ml. Las larvas no estériles se lavaron con 1.000 ml de agua destilada tres
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veces, se secaron con toallas de papel y se transfirieron a microtubos de 2 ml (25 larvas vivas por
tubo) con 200 pl de solucion salina estéril. Los tubos se llevaron a una centrifugadora a 10.000 rpm
a 4 ° C durante 10 min y luego se mantuvieron en un bafio de agua a 37 =2 ° C durante 1 h en la
oscuridad. Las larvas se retiraron de los tubos y se desecharon, las EES obtenidas se autoclavaron a
1 atm, a 121 ° C durante 20 min. Todas las ES se mantuvieron refrigeradas (15 = 2 ° C) durante al

menos 24 h.
Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas ES se determiné mediante el método de Bradford (Bradford
et al.,, 1976) y se utilizd solucion salina como estandar. Posteriormente, todas las ES tuvieron sus

concentraciones finales de proteina ajustadas a 0,1 y 1 mg / ml para realizar los ensayos.
Preparacion de la suspension bacteriana

Cultivos de stock de bacterias (Staphyloccocus aureus ATCC 25923 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) se cultivaron en placas BHI (infusiéon de corazén y cerebro) y se
incubaron durante la noche a 37 © C. Tres-cuatro colonias de cada bacteria con morfologia similar
se inocularon, por separado, en 10 ml de caldo LB (Luria-Bertani) estéril y se incubaron durante la

noche a 37 ° C.

Las suspensiones bacterianas se ajustaron a 0,5 McFarland Standard con caldo LB estéril
siguiendo el protocolo de Teh et al. (2017). El ajuste de las suspensiones bacterianas (1.5 x 108
CFU /mL) a la densidad del estandar de 0.5 McFarland se realiz6 contra un fondo blanco con lineas

negras contrastantes.

Anadlisis de concentracion inhibitoria minima (CIM)

La CMI de los antibioticos se determind mediante un ensayo de microdilucion en placas de
microtitulacion de 96 pocillos de acuerdo con la pauta de microdilucion de caldo de NCCLS (2003).
Los antibidticos ampicilina (Pharmachemie B.V) y Ciprofloxacina (Pharmachemie B.V.) se
seleccionaron debido a la sensibilidad antimicrobiana observada en las cepas en estudio. En los
ensayos para evaluar el efecto de los ES de cada especie de mosca contra S. aureus y P. aeruginosa,
la solucion madre de cada antimicrobiano se diluyé en agua destilada estéril hasta la concentracion

final de 10 mg / ml.
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Ensayos para evaluar el efecto de las SE contra las bacterias

En una placa de microtitulacion de 96 pocillos, para cada bacteria, el ensayo se compone de
1 fila vertical de caldo LB estéril, 7 filas verticales de ES estériles (1 fila para cada especie de
mosca sopladora), 1 fila vertical de control de crecimiento (LB + S. aureus o P. aeruginosa 1: 1), 1
fila vertical de control de antibioticos (Ampicilina o Ciprofloxacina + S. aureus o P. aeruginosa 1:
1), y 7 filas verticales de prueba (ES estériles de cada especie de mosca + S. aureus o P. aeruginosa
1: 1). Los grupos experimentales dispuestos en las lineas verticales se probaron por cuadruplicado
(N = 4), por esta razon algunos grupos se organizaron en la parte superior (lineas horizontales entre
AD) mientras que otros en la parte inferior (lineas horizontales entre EH) de placa de

microtitulacion . Se introdujo un volumen total de 200 pL en cada pozo.

Para evaluar la actividad de los ES de cada especie contra S. aureus y P. aeruginosa, se
midieron los cambios en la densidad optica (OD) utilizando un lector de microplacas multimodo
SpectraMax ™ i3x. En este equipo, la microplaca se incub6 a 37 °© C. Las OD de cada pocillo se

controlaron cada 1 h (hasta 6 h) y después de 24 h a 540 nm (OD540).
Anadlisis de datos

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA de una via), seguido de la prueba de
comparacion multiple de Tukey, para evaluar las diferencias entre los grupos analizados. El nivel de
significancia fue a = 0.05. Todos los andlisis se realizaron utilizando los PROC GLM (Modelos

lineales generales) del R ™ (R Core Team, 2017).
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RESULTADOS
Efecto de las larvas ES contra P. aeruginosa.

Los resultados obtenidos en este estudio revelaron que la concentracion con 0,1 mg / ml de
proteinas de las siete especies de Calliphoridae contra Pseudomona aeruginosa, la larva SE de C.
macellaria, Lucilia cuprina y L. eximia mostraron actividad de inhibicion durante un corto periodo
de tiempo, como O h , 1h y 2h y 24h. En la misma concentracion de proteinas C. putoria pudo
reducir la poblacion de P. aeruginosa desde las 2 h hasta las 24 h. Otras especies como el C.
albiceps, C. megacephala, C. macellaria, L. cuprina no mostraron efecto bactericida significativo
con P. aureginosa durante las primeras horas, pero después de 24 h mostraron un efecto de
inhibicion. Por otro lado, no hubo un efecto significativo con las larvas de ES de C. hominivorax en

todos los tratamientos (Figura 1).

Con una concentracion de 1 mg / ml de proteinas, L. cuprina mostrd actividad inhibitoria a
las 0 h, 1 hy 2 h. Por otro lado SE de C. megacephala y C. putoria mostraron actividad a las 4h, 5h,
6h y 24 horas. Lucilia eximia solo mostro6 actividad a las 4 h, 5 h'y 6 h (Figura 2).

Efecto de las larvas ES contra S. aureus.

C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, C. macellaria, L. cuprina y L. eximia mostraron
una actividad disminuida significativa contra S. aureus desde las 3 h hasta las 24 h a una
concentracion de 0.1 pg / mL. Sin embargo, no se observo actividad antibacteriana en ninguna de
las horas con C. hominivorax (Figura 3). Con una concentracion de 1 mg / ml de proteinas, se
observo que no habia actividad antibacteriana de ninguna de las especies probadas en todos los
tratamientos, donde C. putoria aumento el cultivo de bacterias en todo el tiempo probado (Figura

4).
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Figura 1 Actividad antibacteriana de larvas ES (con una concentracion de 0,1 mg / ml de
proteinas) de Ch. albiceps, cap. megacephala, cap. Putoria, Co. hominivorax, Co. macellaria, L.
cuprina y L. eximia contra P.aeruginosa alasOh, 1 h,2h,3h,4h,5h,6 hy24h.
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Figura 2 Actividad antibacteriana de las larvas ES (con una concentracion de proteinas de 1 mg /
ml) de C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, C. macellaria, L. cuprina y L. eximia contra
P.aeruginosaalasOh,1h,2h,3h,4h,5h,6hy24h.
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Figura 3 Actividad antibacteriana de la larvas ES (con una concentracion de 0,1 mg / ml de

proteinas) de C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, C. hominivorax, C. macellaria y L. cuprina

contra S. aureusalasOh,1h,2h,3h,4h,5h,6hy24h.
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Figura 4 Actividad antibacteriana de las larvas ES (con una concentracion de 0,1 mg / ml de
proteinas) de C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, C. macellaria, L. cuprina y L. eximia contra

S. aureusalasOh,1h,2h,3h,4h,5h,6hy24h.
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DISCUSION

La biodiversidad de los califéridos ha sido descrita como mas de 1000 especies en todo el
mundo (Byrd & Castner, 2010). Ha convencido a algunos investigadores para investigar los efectos
de las larvas ES como un posible factor antibacteriano para inhibir las bacterias in vitro. Algunos
han sido los factores que se han descrito que influyen en la potencia antibacteriana de las larvas ES,
el nimero de larvas, las especies de bacterias, el entorno de las larvas (Barnes et al., 2010; Jaklic et
al. 2008). Por ese motivo, en la presente evaluacion de larvas, se analizaron ES de siete especies
con dos concentraciones: 0.1 pg / mL y 1 pg / mL de proteina contra P. aeruginosa y S. aureus,
ambas bacterias de importancia médica debido a que estan presentes en heridas y su tratamiento

podrian retrasar su curacion.

Las SE de larvas utilizadas en el presente estudio fueron de especies de moscas de
importancia médica en Brasil que aunque no se utilizan para propoésitos terapéuticos médicos,
algunas de ellas se han reportado debido al potencial antimicrobiano (bactericida y bacteriostatico)
de SE larvales de bacterias resistentes a los antibidticos (Bexfield et al., 2004). Existen varios
informes, como las SE de larvas de Lucilia sericata, que ha sido la mosca mas estudiada de la
familia Calliphoridae debido a los beneficios descritos con el uso de larvas para tratar heridas
infectadas; varios informes se han descrito con beneficios de SE de larvas de diferentes bioensayos

(Cazander et al. 2009b; van der Plas et al 2008; Jaklic et al 2008; Bexfield et al 2004).

Algunos informes han indicado que las larvas de L sericata han mostrado inhibicion contra
S aureus pero no contra P aeruginosa. (Kawabata et al 2010; Kerridge et al 2005). Sin embargo.
Barnes et al. (2010b) describieron que una concentracion de 1 g / ml de L. sericata ES no era
potencial para inhibir el crecimiento de S. aureus, sin embargo, concentraciones de 3 g/ mly 4 g/
ml presentaron inhibicion contra P. aeruginosa en 4 H y S. aureus en mas de 24 h. Jian et al.
(2012) informaron que con solo 30 pg de la ES larvaria de Lucilia sericata pudo prevenir y
degradar la biopelicula de P. aeruginosa. Los experimentos en nuestro laboratorio también
describieron que con una concentracion de proteina de 1 mg / ml de proteinas, L. cuprina mostrod
actividad inhibitoria a las 0 h, 1 h'y 2 h. Por otro lado SE de C. megacephala 'y C. putoria mostraron
actividad contra P. aeruginosa a las 4h, a las 5h, 6h y 24 horas. Por otro lado Lucilia eximia solo

mostro actividad con la misma concentracion de proteina a las 4h, Shy 6 h.

Masiero y colaboradores (2017) han demostrado que, al igual que otras larvas de la familia

Calliphoridae, las SE de C. macellaria poseen actividad antimicrobiana contra S. aureus y P.
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aeruginosa. En coincidencia con este trabajo, en el presente estudio contra P. aeruginosa con SE
de larvas de C. macellaria, L. cuprina y L. eximia con una concentracion de proteina de 0.1 mg /
mL mostraron actividad antimicrobiana en el periodo de tiempo de Oh, 1h, 2h y 24 h. En ese hecho,
no mantuvieron la inhibicion de las bacterias durante todos los periodos del experimento, pero
podemos inferir que tienen un posible efecto antibacteriano, sin embargo seria necesario realizar

mas estudios con diferentes concentraciones proteicas de las SE de larvas para sus futuros efectos.

Los resultados se mostraron con las SE de larvas de C. puforia a una concentracion de (0,1
mg / ml), pudo reducir la poblacion de P. aeruginosa desde las 2 h hasta las 24 h, donde las SE
mantuvieron una actividad antibacteriana constante. Sin embargo en las SE larvales con C.
megacephala, Ratcliffe et al (2015) describieron que los factores antimicrobianos de C.
megacephala son resistentes al calentamiento, congelacion y digestion con tripsina. Los resultados
actuales del efecto SE con 0.1 mg / mL con C. megacephala, no mostr6 una reduccion significativa
de agaist P. aureginosa durante las primeras horas, solo a las 24 h mostr6 un efecto de inhibicion.
Estos resultados respaldan los resultados obtenidos por Wang et al. (2018), quienes informaron que
las larvas de C. megacephala alteraron la microbiota de estiércol, redujeron el riesgo de bacterias
patogenas y mantuvieron la estabilidad y los cambios de microbiota, especialmente en

Pseudomonas.

En el presente estudio, los resultados contra S. aureus con C. albiceps, C. megacephala, C.
putoria, a una concentracion de 0,1 pg / ml, mostré una disminucién de bacterias a las 3 h y
continu6 hasta las 24 h. Estos resultados respaldan el trabajo de Ratcliffe et al. (2015) quienes
demostraron que las ES de larvas de Chrysomya megacephala, Chrysomya albiceps y Chrysomya
putoria tuvieron actividad contra Staphylococcus aureus, sus resultados mostraron que Chrysomya

megacephala 'y Chrysomya putoria tuvieron actividad a las 6 h después de la incubacion.

Este es el primer informe con larvas SE de C. hominivorax con 0.1 y 1 mg / mL de
concentracion de proteina contra P. aeruginosa, los resultados mostraron que SE no tuvo inhibicion
bacteriana. Esta mosca se selecciond debido a que se reconoce que es una mosca importante que

causa miasis en animales y humanos.

Los resultados de los experimentos actuales muestran que las diferentes concentraciones de
proteinas (0.1 ng / mL y 1 pg / mL) pueden verse afectadas en la variacion de los resultados y las

especies de larvas. En el presente estudio, los factores antibacterianos como la concentracion de
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proteinas son alentadores para futuras investigaciones para encontrar nuevos antibioticos para tratar

heridas necroticas.
CONCLUSIONES

El presente estudio podria representar una alternativa para tratar heridas necroticas donde
las larvas no se pueden aplicar directamente a las heridas, pero se puede usar como ES extraido para
reducir la infeccion. Es necesario continuar la cuantificacion de las proteinas larvales SE con mas
especies de moscas calliphoridae y mas bacterias. Este estudio se demostrd que las SE larvas de
algunas especies con concentraciones de 0.1 pg / mL y 1 ug / mL de proteinas mostraron ser un
potencial contra los inhibidores de P. aeruginosa y S. aureus. Estos factores podrian considerarse

como antibidticos potencialmente nuevos en el futuro.
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CAPITULO III

Larvaterapia como un complemento eficiente y altamente eficaz en el
desbridamiento de Gangrena de Fournier

Maggot Therapy as an Efficient and Highly Effective Adjunct in Treating Fournier’s Gangrene

RESUMEN

La gangrena de Fournier es una fascitis necrotizante fulminante del perineo y los genitales.
El tratamiento estandar implica la extirpacion inmediata de todo el tejido necrotico, la cobertura
agresiva de antibidticos y la atencion médica de apoyo. AUn asi, la infeccion suele ser mortal y
cuando no es mortal, a menudo es necesaria una extensa reconstruccion anatomica. El tratamiento
de heridas con larvas de moscas silvestres desinfectadas vivas (Diptera: Calliphoridae) ha
demostrado ser altamente efectivo, con multiples estudios que demuestran el desbridamiento, la
desinfeccion y / o la promocion de tejido de granulacion. El objetivo de este estudio fue probar la
hipotesis de que el uso complementario de larvas podria disminuir la cantidad de tratamientos
quirurgicos necesarios para tratar la gangrena de Fournier. A los sujetos se les proporciond una
escision quirurgica inicial, seguida de desbridamiento utilizando solo larvas de Lucilia sericata
(Meigen). Dos hombres diabéticos se inscribieron en este estudio. Los aislados microbianos
incluyeron Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans, y los antibiodticos se
seleccionaron en consecuencia. Los tratamientos con larvas fueron seguidos rapidamente por la
desaparicion del tejido necrdtico, el control de la infeccion y el crecimiento del tejido de
granulacion. Un paciente requiri6 tres ciclos de tratamiento de 48 horas, 8 ciclos por el otro, cada
uno con 10 larvas / cm” de superficie de la herida. Ambos pacientes sobrevivieron sin necesidad de
reconstruccion anatéomica. La terapia con larvas disminuy6 el nimero de procedimientos
quirargicos que de otro modo habrian sido necesarios y dio lugar a resultados muy favorables.
Aunque es pequefio, este estudio deberia inspirar a otras instituciones a considerar la terapia con
larvas como una terapia complementaria para infecciones de tejidos profundos como la fascitis

necrotizante, o bien cuestionar nuestros hallazgos con un ensayo clinico controlado.

Palabras clave: Lucilia sericata, bioterapia, larvaterapia, fascitis necrosante, Calliphoridae.
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ABSTRACT

Fournier’s Gangrene is a fulminating necrotizing fasciitis of the perineum and genitalia.
Standard treatment involves immediate excision of all necrotic tissue, aggressive antibiotic
coverage, and supportive medical care. Still, the infection is commonly fatal, and when not fatal,
extensive anatomical reconstruction is often necessary. Wound treatment with live disinfected
blowfly larvae (Diptera: Calliphoridae) has been shown to be highly effective, with multiple studies
demonstrating debridement, disinfection and/or promotion of granulation tissue. This study aimed
to test the hypothesis that adjunctive use of maggots could decrease the number of surgical
treatments required to treat Fournier’s Gangrene. Subjects were provided with one initial surgical
excision, followed by debridement using only Lucilia sericata (Meigen) maggots. Two diabetic
men enrolled in this study. Microbial isolates included Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Candida albicans, and antibiotics were selected accordingly. Maggot treatments were rapidly
followed by the disappearance of necrotic tissue, control of infection and growth of granulation
tissue. Three 48-hour cycles of treatment were required by one patient, 8 cycles by the other, each
with 10 larvae/cm® of wound surface area. Both patients survived without requiring anatomical
reconstruction. Larval therapy decreased the number of surgical procedures that would have
otherwise been necessary, and led to very favorable outcomes. Though small, this study should
inspire other institutions either to consider maggot therapy as an adjunct therapy for deep tissue

infections like necrotizing fasciitis or else challenge our findings with a controlled clinical trial.

Keywords: Lucilia sericata; biotherapy; maggot therapy; necrotizing fasciitis, Fournier’s

Gangrene.
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INTRODUCCION

La gangrena de Fournier es una fascitis necrotizante fulminante que se desarrolla
principalmente en el perineo y los genitales. Puede extenderse hasta afectar la region inguinal, los
muslos e incluso la pared abdominal. Esta condicion potencialmente mortal es causada
frecuentemente por una infeccion polimicrobiana sinérgica (Erol et al, 2010; Lujan et al, 2010;
Corcoran et al, 2008; Morpurgo et al, 2002; Laucks, 1994; Clayton et al, 1990). Los factores
predisponentes mas comunes son la edad, la diabetes, la desnutricion y otras formas de
inmunosupresion (Moslemi et al, 2009; Eke, 2000). El diagnéstico temprano es esencial porque la
infeccion progresa rapidamente, lo que lleva a un fallo multiorgénico y la muerte en 30 a 50% de
los casos, o incluso mas (Aridogan et al, 2012; Laor et al, 1995; Spirnak et al, 1984; Kasier &
Cerra, 1981). El tratamiento inicial consiste en antibioticos de amplio espectro y reseccion
quirurgica agresiva del tejido necrotico (Eke, 2000; Laor y otros, 1985; Spirnak y otros, 1984). De
hecho, la infeccion, y por lo tanto la reseccion, puede ser tan agresiva que a menudo se requiere una
reconstruccion anatomica extensa después de controlar la infeccion y desbridar el tejido necrotico
(Eke, 2000). Por razones que aun no se comprenden bien, la gangrena de Fournier afecta a los

varones con mucha mayor frecuencia que a las mujeres (Eke, 2000; Spirnak et al, 1984).

La Larvaterapia (LT) es el uso de larvas desinfectadas de moscas Lucilia sericata (Meigen)
(Diptera: Calliphoridae) para tratar heridas problematicas en humanos y animales (Tantawi et al,
2010; Paul et al, 2009; Sherman, 2009; Sherman, 2002; Sherman et al, 2000). Las larvas han
demostrado ser un método de desbridamiento altamente efectivo y rapido. Las cuales tienen tres
acciones principales dentro de las heridas: desbridamiento, desinfeccion y estimulacion del
crecimiento de tejido sano (Sherman, 2014; Mumcuoglu et al., 1998). Las larvas desinfectan las
heridas al secretar y excretar sustancias que licuan el tejido necrético, por lo tanto, la terapia con
larvas elimina solo el tejido necrdtico sin afectar el tejido viable. Esta caracteristica es
particularmente valiosa en el tratamiento de afecciones como la gangrena de Fournier, en la que la
fascitis necrotizante penetra profundamente en los espacios que contienen estructuras vitales:
nervios, venas y arterias. En el tratamiento de la gangrena de Fournier, uno de los mayores
problemas a los que se enfrentan los cirujanos es la dificultad de extirpar todo el tejido infectado
muerto sin dafiar el tejido cercano que todavia es viable. Ademas, las larvas también tienen la
capacidad de acceder a los pequefios espacios profundos dentro de la herida, que los cirujanos no

pueden visualizar facilmente (Wollina et al, 2000; Mumcuoglu et al, 1998).
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La Larvaterapia es utilizada mas comuinmente en heridas como ulceras por presion (Sherman,
2002b; Sherman et al, 1995;), ulceras del pie diabético (Sherman 2003; Mumcuoglu et al, 1998),
ulceras venosas (Dumville et al, 2009; Wayman et al , 2000;). Dada su capacidad para disolver
rapidamente el tejido necrotico sin dafar el tejido viable cercano, la terapia con gusanos se ha
utilizado ocasionalmente para tratar la gangrena de Fournier y otras formas de fascitis necrotizante
(Steenvoorde y otros, 2007; Dunn y otros, 2002; Teich y Myers, 1986) . Pero la escasa literatura
sugiere que la terapia con gusanos rara vez se use para tales heridas. Ademas, cuando se usa,
generalmente se usa como un procedimiento de rescate, después de que todo lo demas haya fallado.
En tales circunstancias, incluso cuando es efectivo, se ha perdido tanto tiempo y tejido que los
resultados pueden ser bastante deficientes (Teich y Myers, 1986). Steenvoorde y sus colegas (2007)
sugirieron que la terapia con gusanos, si se usa antes en el curso del tratamiento, podria ser capaz de
minimizar la cantidad y el alcance de los desbridamientos quirargicos. Este estudio prospectivo se
llevo a cabo para probar esa hipotesis proporcionando a cada sujeto solo una escision quirdrgica. A

partir de entonces, la terapia con gusanos fue la inica forma de desbridamiento disponible.
MATERIALES Y METODOS
Criterios de inclusion de pacientes

Los pacientes fueron diagnosticados con gangrena de Fournier por el equipo
multidisciplinario de médicos especialistas en el Hospital San José, Oaxaca, México donde
aceptaron el tratamiento con larvas y proporcionaron un consentimiento informado por escrito. El
comité de revision institucional aprobo el estudio y el formulario de consentimiento como

conformes a la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.
Crianza de moscas y obtencion de larvas

Las moscas de L. sericata (Diptera: Calliphoridae) se criaron en jaulas de plastico de 30
cm’ en condiciones de laboratorio (27° C, 60% de humedad relativa, 12 h de luz: 12 h de
oscuridad). Aproximadamente 200-300 moscas adultas se mantuvieron con agua ad libitum,
sacarosa granulada y 50 g de higado de res (SUKSA; Oaxaca, México). Los huevos se colectaron
colocando 50 g de higado de res en las jaulas y fueron retirados dos horas mas tarde. Los huevos

fueron desinfectados de acuerdo con el método descrito por Figueroa et al. (2007) e incubados a 27
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° C durante 24 horas antes de su aplicacion, durante el cual se realizaron cultivos de control de

calidad para demostrar que las larvas ahora estaban libres de gérmenes.
Aplicacion de larvas

Las larvas desinfectadas se aplicaron de manera similar al descrito por Angel et al. (2000).
La piel alrededor de la herida se limpid y se seco, a lo largo del margen de la herida formando un
borde protector a la misma se le aplicaron tiras adhesivas de 1 x 6 cm (Hypafix; Charlotte, NC, EE.
UU.). Este borde protector protegio la piel de las secreciones / excreciones de las larvas y ayudo a la
adhesion del aposito superior de la jaula. Se colocod una dosis de aproximadamente 10 larvas por
cm’ en el lecho de la herida y las larvas fueron cubiertas con una malla de poliéster fina estéril la
cual fue adherida con cinta adhesiva al borde como protector de Hypafix colocada anteriormente
(ver Figuras 1y 2). Después de sellar el aposito jaula, se colocaron varias almohadillas de gasa en la

parte superior para absorber el exudado que eventualmente se drenaria de la herida.

Las almohadillas de gasa se cambiaron periddicamente, para evitar la asfixia o el
ahogamiento de las larvas, asi mismo para evitar la maceracion de la piel. El apodsito jaula fue
supervisado cada 4 a 8 horas para verificar la viabilidad de las larvas y asegurarse de que no hubiera
fugas. Las larvas se retiraron del aposito jaula con enjuagues de solucion salina o agua limpia, las
larvas fueron selladas en bolsas y colocadas de Residuos Peligrosos Biologico Infecciosos R.P.B.1.
para su eliminacion. Entre cada ciclo de 48 horas c/u las heridas se lavaron con solucion

fisiologica.
RESULTADOS

Los dos pacientes inscritos en este ensayo clinico prospectivo. Cada uno recibié solo un
desbridamiento quirurgico inmediato, junto con una terapia con antibioticos dirigida de acuerdo con
los resultados del cultivo microbiano. A partir de entonces, recibieron desbridamiento con
Larvaterapia, sin tener mas desbridamientos quirurgicos. Ninguno de los sujetos se retird del
estudio; ninguno de los sujetos requirid posterior desbridamiento quirGirgico ni cirugia

reconstructiva; ninguno de los pacientes tuvo lo que podria considerarse un mal resultado.
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Caso 1

El paciente # 1 fue un hombre hemipléjico de 59 afios, originario de Oaxaca de Juarez,
México. Presentd diabetes mellitus no dependiente de insulina durante 30 afios, hipertension
durante 5 afios e insuficiencia renal que requeria dialisis peritoneal durante los 3 afios anteriores. Se
presentd con necrosis del escroto con un tiempo de evolucion de 15 dias. La herida era fétida y
exudativa. Se realizd el diagnostico de gangrena de Fournier y el paciente se sometido a un
desbridamiento quirirgico agresivo con cobertura de antibidticos. Cultivos microbioldgicos de
Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus, por los cuales recibié metronidazol y cefotaxina. Debido
a la sepsis persistente, al avance de la necrosis y al deseo de preservar la mayor cantidad posible de

tejido viable, se le ofrecid y aceptd la oportunidad de aceptar ser candidato en este estudio.

Sus heridas fueron tratadas con tres ciclos de 48 horas de larvaterapia, cada aplicacion
contenia alrededor de 300 larvas desinfectadas. Después del primer ciclo, hubo una disminucién
notable en el exudado y el olor, y comenzé a aparecer tejido de granulacion a lo largo de la base. Al
final del tercer ciclo, la herida se cubrié principalmente con tejido de granulacion sano y luego se
traté con una gasa impregnada de miel. Cinco dias después, la herida se injertod con éxito (Figura 1)

y el paciente fue dado de alta después de un total de solo 20 dias.
Caso 2

El paciente # 2 fue un hombre de 32 afos, originario de Oaxaca, México, a quien
recientemente se le habia diagnosticado diabetes mellitus. Era sintomatico (polidipsia, polifagia),
pero aun no habia comenzado la terapia con medicamentos. Su historial también fue notable por
fumar cigarrillos, alcoholismo, mielomeningocele, transfusion de sangre previa y alergia a la

lactosa, pero ninglin trauma reciente.

Se present6 a urgencias quejandose de 11 dias de dolor perianal, enrojecimiento y fiebre.
Tras el examen, se descubrid que era taquicardico y taquipinico, con edema perianal y una tulcera
central que drenaba material fétido y purulento. La hiperemia se extendi6 bilateralmente al nivel
inguinal y la necrosis tisular se extendi6 al flanco derecho. Estaba deshidratado, con leucocitosis y
una glucosa superior a 500 mg / dl. Los cultivos de la heridas presentaron Escherichia coli y
Candida albicans. El tratamiento inicial incluy6 rehidratacion, correccion metabodlica, antibiodticos
de amplio espectro (inicialmente vancomicina, imipenem y metronidazol; luego se redujo a

levofloxacina y metronidazol) y reseccion quirirgica completa.
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El estado metabodlico y fluido del paciente se estabilizd, pero se necesitd un mayor
desbridamiento. Después de aceptar participar en este estudio, recibidé un total de 8 ciclos de
desbridamiento con Larvaterapia (aproximadamente 500 larvas por cada tratamiento). Después del
ciclo final de LT , los cultivos de la herida no presentaron microorganismos, no quedé tejido
necrético y la base de la herida se cubri6 con tejido de granulacion. Posterior a la LT la herida fue
continuada con una gasa impregnada con miel durante 10 dias mas. Finalmente, se suturd la herida

y la estancia hospitalaria total fue de 52 dias (Figura 2).

Fig. 1. Primer caso de gangrena de Fournier a) inicio de larvaterapia, b) trampa de larvas, c¢) y d)
durante el tratamiento de larvas, e) posterior al tratamiento de larvas y f) dos meses después del
tratamiento.
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Fig. 2. Segundo caso de gangrena de Fournier a) Paciente diagnosticado con G.F. b) Primer
biodesbridamiento c¢) Durante la larvaterapia d) y e) posterior al tratamiento de larvas, f) Sutura del
paciente.
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DISCUSION
Ventajas

La gangrena de Fournier es una emergencia médico-quirtirgica. La infeccion puede
propagarse en cuestion de horas y conlleva a una tasa de mortalidad muy alta. El estandar de
atencion, por lo tanto, es la el desbridamiento agresivo del tejido infectado (cirugia), el control de la

infeccion (antibidticos) y el soporte vital intensivo (atencion médica intensiva).

Muchos especialistas recurren a la terapia con larvas como "ultimo recurso”, solo después
de que todo lo demas haya fallado. Si bien la terapia con larvas a menudo funciona en esa etapa
tardia, el retrasar el tratamiento no es la mejor estrategia porque se puede perder mucho tiempo y el
tejido sano puede ser afectado. En cambio, en el presente reporte de casos consideramos las
ventajas y desventajas de la LT al inicio del proceso de la toma de decision en el manejo de los
pacientes diagnosticados con GF, tal como lo hicimos con todas nuestras otras opciones.
Seleccionamos la LT debido a que sus ventajas superaron sus riesgos, y el balance incluso superd
las ventajas y riesgos de algunas de las otras opciones de tratamiento. Ya que las larvas de mosca
Lucilia sericata no solo podrian desbridar la herida y tratar la infeccion de manera rapida y
completa (al ingresar a todos las cavidades dentro de la herida), sino que podrian hacerlo sin
destruir ninguna de las estructuras vitales no afectadas que estaban en peligro con la gangrena. En el
presente reporte de casos utilizamos la LT en combinacioén con otros tratamientos, en lugar de una
alternativa o ultimo recurso. Esta es una de las caracteristicas que distingue nuestros casos de los
informes anteriores del uso de LT para la Gangrena de Fournier (Teich y Myers, 1986), y es
probablemente el factor que explica nuestros resultados mucho mejor. En el presente caso, se
reporta el uso de LT donde es mas preciso y especifico que el desbridamiento quirtirgico tratando

de que el tejido viable permanezca intacto.

Algunos reportes muestran la importancia del uso de larvas, tal es el descrito por
Steenvoorde et al (2007) donde reportaron que el uso de LT parece ser una indicacion ideal para
tratar la fascitis necrotizante. Ya que se tiene una tasa de mortalidad alta con diagnostico de
gangrena de Fournier si los pacientes no reciben un desbridamiento quirirgico agresivo, en el
presente estudio, ambos pacientes recibieron un desbridamiento quirirgico como tratamiento
inicial y fue continuado con la LT. Actualmente, hay muchos informes sobre el uso de la terapia
con larvas en heridas infectadas; sin embargo, nuestros casos apoyaron el caso descrito por Angel y

colaboradores (2000) quienes informaron el uso de la LT en un caso con gangrena de Fournier,

66



describieron que el uso de larvas reduce el nimero de desbridamientos quirirgicos, el uso de
antibidticos y la estancia hospitalaria. En nuestro estudio, el uso de LT redujo el nimero de
desbridamientos quirargicos debido a que solo se llevo uno al inicio del tratamiento, fue mas
rapido que los apositos convencionales debido a que las larvas tienen la capacidad de acceder a
pequeiios espacios profundos dentro la herida. Ademas el uso de LT disminuy6 el edema y el olor
de ambos pacientes, los dos pacientes conservaron las bolsas escrotales y el escroto no se reseco.

Las dermofaciotomias tuvieron drenaje en los sitios de declive por drenaje por gravedad.

El presente trabajo apoya informes anteriores del uso de terapia larval para tratar la fascitis
necrotizante y la reduccion de la pérdida de sangre (Steenvoorde et al 2007; Teich y Meyrs, 1986).
En cuanto al nimero de larvas empleadas en los casos reportados, reportes previos describieron que
el nimero de larvas dependera del tamafio de la lesion y del numero de ciclos de evolucion del
paciente, Mumcuoglu et al. (1998) describieron que el nimero de larvas varia de acuerdo con la
profundidad de la lesion, variando de 50 a 1000 larvas en ciclos de 24 a 48 horas. En nuestros casos
reportados se aplicaron como promedio 300 y 500 larvas con movimiento libre para cada caso,
todo esto dependi6 de la magnitud del tamafio de cada herida en ciclos de 48 h esto tuvo como
ventaja de que las larvas pudieran moverse libremente y llegar a cavidades dificiles para un
desbridamiento quirargico a diferencia del descrito por Steenvoorde et al, (2007) que demostraron
un promedio de 45 (rango de 9-100 bolsas) de LT en contendores (biobags) por paciente y un
promedio de 17 dias (rango de 3-38 dias) en fascitis necrotizante, donde pudo reducirse el nimero
de desbridamientos quirargicos, en este ultimo a diferencia del reportado por nuestro equipo, las
larvas tienen limitacion en su movimiento por el uso de los biobags, sin embargo a diferencia del
movimiento libre el biobag puede mantener a las larvas dentro de la herida sin tener alguna fuga.
Steenvoorde y Jukema (2004) informaron un promedio de 27 dias de ciclos larvales. La estancia
hospitalaria de los dos pacientes tratados con LT descritos en el presente trabajo fue un total de 20

dias en el primer caso y 52 dias con el segundo caso.

El uso de larvas ha demostrado ser un método eficaz en el tratamiento de heridas gram
positivas (Steenvoorde et al, 2007; Steenvoorde & Jukema, 2004), en los casos presentados en el
presente trabajo mostraron la presencia de bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
donde el uso de larvas Lucilia sericata en ambos casos dio resultados favorables de desbridamiento
y tejido de granulacion (Figura 1, 2). Cakmac et al, (2008) describieron a Escherichia coli como el
microorganismo mas comun aislado en los casos de gangrena de Fournier tanto en hombres como

en mujeres. Sin embargo, en los pacientes con presencia de Candida albicans se han descrito como
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un microorganismo primario en pacientes con gangrena de Fournier, aunque pueden ser mortales
(Temiz et al., 2008). En nuestro informe de casos, se encontraron colonias de heridas de
Escherichia coli en ambos, sin embargo, en el primer caso se presentd Staphylococcus aureus y
Candida albicans en el segundo caso. Podemos determinar que el uso de larvas en presencia de
estos microorganismos mostro inhibicion bacteriana, considerandola como una alternativa en el

tratamiento de ellas.

Esta serie de casos respalda el informe de casos reportados por Felder et al. (2012) con el
uso de un nuevo aposito disefiado en base a componentes modificados de un sistema de terapia de
heridas por presion negativa de aplicacion de LT en un caso de gangrena de Fournier, sin embargo
en el presente caso las larvas se aplicaron directamente sin terapia de presion negativa, donde
podemos describimos que el uso de larvas directamente en la herida es también benéfica en el

tratamiento de gangrenas de Fournier.
Desventajas

Los informes previos de casos con fascitis necrotizante describieron un exitoso
desbridamiento utilizando LT en gangrena de Fournier, aplicando las larvas en biobags
(Steenvoorde et al. 2007; Preuss et al. 2004). A diferencia de este trabajo de los resultados
obtenidos con el uso de biobags, y acorde al estudio de Dunn et al, (2002) que describio la
dificultad de retener los gusanos en la herida en una fascitis necrotizante, en los dos casos
descritos en el presente trabajo tuvieron buen resultado con las larvas de forma libre, sin embargo
existen algunas desventajas como la dificultad para colocar las larvas en hacer el aposito jaula
debido a la zona de la herida, ya que las larvas pueden escapar si las tiras adhesivas no estan bien
adheridas con la tela organza que cubre la herida, ademas de poder causar dermatitis en la piel sana

si no se controla la humedad dentro de la herida.

Otro factor complicado en los casos reportados fue la dificultad para retirar las larvas entre
cada ciclos, debido a que la ubicacion de la herida y los problemas para controlar la defecacion del
paciente. El uso de LT no redujo el uso de antibidticos, por ese motivo y de acuerdo con el estudio
de Steenvoorde et al (2007) se describié que es necesario una combinacion de antibidticos de
amplio espectro con desbridamiento quirargico después de diagnosticar una fascitis necrotizante.
Ademas los pacientes en el ambos casos manifestaron dolor durante el tratamiento larval y fueron
trataron con analgésicos ketorolaco 30 mg via intra venosa i.v. y dramadol en infusion 100 mg en

una solucion fisioldgica de 100 cc durante 24 horas, que coincide con lo informado con Mumcuoglu
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(2001) que describié que aproximadamente del 20 al 25% de los pacientes tratados con larvas

manifiestan dolor.
Recomendaciones

Para garantizar los mejores resultados para los pacientes, es importante que las enfermeras
y/o personal de atencidon médica tengan conocimiento de cémo colocar el aposito jaula, la
manipulacion de los gusanos, monitorear constantemente al paciente durante el tratamiento, para
evitar que las larvas se escapen. El vendaje de gusanos evita mojarse para evitar que las larvas
escapen. Los resultados en ambos pacientes fueron favorables, ya que los microorganismos MDT
ya no estaban presentes en la herida después del MDT. En ambos casos, se demostré que el uso de
MDT redujo el numero de desbridamientos quirurgicos necesarios para el tratamiento de la
gangrena de Fournier. En los paises en desarrollo, esta terapia es una excelente alternativa para los

pacientes con recursos limitados.

La efectividad del uso de la miel en el tratamiento de la gangrena de Fournier
(Subrahmanyam y Ugane, 2004) de acuerdo con nuestro informe de casos, después de que se
decidiera la LT, se utilizaron con gasas impregnadas de miel para ser artesanales o suturadas. Cabe
mencionar que esta combinacion de bioterapias puede beneficiar al paciente, las larvas de Lucilia
sericata pueden desbridar al paciente y la miel puede continuar manteniendo la herida limpia hasta
que ésta se cierre. Después de la LT, los pacientes tuvieron menos complicaciones para requerir la

reconstruccion mediante cirugia plastica.
CONCLUSIONES

En este sencillo ensayo clinico prospectivo de terapia complementaria con larvas de mosca
Lucilia sericata en el tratamiento de gangrena de Fournier, los beneficios predichos de la
disminucion de los procedimientos quirargicos y los mejores resultados se lograron. Estos
resultados sugieren que otras instituciones deberian considerar la Larvaterapia como un tratamiento
complementario para infecciones de tejidos profundos como la fascitis necrotizante, o bien

cuestionar nuestros hallazgos con su propio ensayo clinico.
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CAPITULO IV

Tasa de oviposicion de tres especies de moscas (Diptera:Calliphoridae)
con tres sustratos

Oviposition rate of three species of blowflies (Diptera:Calliphoridae) with three substrates

RESUMEN

Los dipteros son los primeros colonizadores de los cadaveres, de los cuales una de las
familias mas importantes es la Calliphoridae la cual contiene mas de 1000 especies en 150 géneros
distribuidos en todo el mundo. Lucilia cuprina, Lucilia sericata y Cochliomya macellaria son
utilizadas como herramientas en el proceso legal de la intervalo post mortem (IPM). En el presente
estudio se determiné el porcentaje de oviposicion de las tres especies (1 hembra 2 machos) con
higados frescos de res, pollo y cerdo durante fotoperiodos 12:12 horas (luz/obscuridad) con
cambios entre cada fotoperiodo en un periodo de 15 dias, el conteo de huevos se desarrollo
mediante dilucion volumétrica. Los resultados mostraron que Lucilia sericata obtuvo el mas alto
porcentaje de oviposicion 29.55% en higado de pollo durante el dia, de la misma forma el higdo de
pollo fue el que mas atraccion tuvo con un 35.51% durante el dia. En cuanto a los fotoperiodos el
mas alto porcentaje de oviposicion fue durante el dia teniendo 57.92%. La oviposicion en los
califéridos es diferente entre cada especie, esto dependiendo de las condiciones de sustrato y

fotoperiodo en las que se encuentren cada especie.

Palabras clave: Tasa de oviposicion, Calliphoridae, Lucilia cuprina, Lucilia sericata Cochliomya

macellaria
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ABSTRACT

The use of arthropods in criminal investigations is of great importance in forensic studies. The
dipterans are the first colonizers of the corpses, where one of the most important families is the
Calliphoridae which contains more than 1000 species in 150 genera distributed throughout the
world. Lucilia cuprina, Lucilia sericata and Cochliomya macellaria are used as tools in the legal
process of the post mortem interval (IPM). In the present study the percentage of oviposition of the
three species (1 female 2 males) with fresh livers of beef, chicken and pork during photoperiods
12:12 hours (L/D) with changes between each photoperiod in a period of 15 was determined. days,
the egg count was developed by volumetric dilution. The results showed that Lucilia sericata
obtained the highest percentage of oviposition 29.55% in chicken liver during the day, in the same
way chicken liver was the most attractive with 35.51%. The highest percentage of oviposition into
photoperiods was during the day having 57.92% over night. The oviposition of the califorids under

laboratory conditions is different between each specie, depending on the substrate and photoperiod.

Key words: oviposition, Calliphoridae, Lucilia cuprina, Lucilia sericata Cochliomya macellaria
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INTRODUCCION

La entomologia forense juega un papel fundamental en la estimacion del intervalo post
mortem (I.P.M) los dipteros son considerados los primeros colonizadores, en los cadaveres, algunas
moscas de la familia Calliphoridae son atraidas durante el proceso de descomposicion cadavérica
(Byrd y Castner, 2010) y son estudiadas por aportar informacion en los estudios criminales.La
familia Calliphoridae tiene descritas alrededor de 1100 especies con una amplia distribucion a nivel
mundial (Merrit y De Jong 2015). Los géneros Calliphora spp, Cochliomyia spp, Chrysomya spp y
Lucilia spp son de las mas representativas. Algunas especies representantivas son Lucilia cuprina,
Lucilia sericata y Cochliomya macellaria ya que son ulitizadas como herramientas en el proceso
legal, ademas de que también tienen importancia médica en el uso de la larvaterapia (Masiero y
Thyssen 2016; Masiero et al. 2015; Sherman 2002; Sherman et al. 2000; Paul et al. 2009; Tantawi
et al. 2010). Las moscas Lucilia sericata (Meigen) son conocidas cominmente como moscas verde
botella, presentan un color verde metdlico, habitan en zonas tropicales y son de distribucion
cosmopolita, la hembras ovipositan alrededor de 223 huevos teniendo en todo su ciclo de vida
aproximadamente 3000 huevos (Wall 1993; Fleischmann et al. 2004). Las moscas Cochliomyia
macellaria (Fabricius) son conocidas como gusanos barrenadores secundarios causantes de miasis
(Harrison et al., 1968), estas moscas son localizadas principalmente en climas calidos y hiimedos
(Byrd et al., 2010), las hembras pueden llegan a ovipositar de 50 a 200 huevos, son reconocidas por
su gran importancia en la coolinizacion de los cadaveres y en la estimacion del I.LP.M. (Boatright y
Tomberlin 2010). Las moscas Lucilia cuprina (Wiedemann) mejor conocidas como moscas bronce
(Byrd et al., 2010) son ampliamente distribuidas principalmente en America del norte, Australia,
Asia y Africa, las hembras llegan a ovipositar en lotes alrededor de 200 huevos. L. cuprina es gran
importancia en el ambito médico por ser una de las primeras especies en colonizar los cadaveres.
La importancia de conocer la biologia de las moscas de la familia Calliphoridae ha traido consigo el
uso de sustratos alimenticios naturales para el crecimiento y atraccion de ellas, algunos estudios
muestran atraccion de moscas con visceras de cerdo, res y pescado (Bunchu et al. 2008; Boonchu et
al. 2003), pulmon, corazén y cerebro de cerdo (Kaneshrajah y Turner, 2004; Byrd y Castner 2001);
cerdo (Ames y Turner 2003) e incluso dietas artificiales (Byrd y Castner 2001; Tachiban y Numata
200; Sherman y Tran 1995) todos han sido sugeridos como métodos de atraccion y crecimiento en
moscas. Otro aspecto importante es la conducta duranet la oviposicion es el fotoperiodo tanto
diurno como nocturno (Amendt et al., 2017), los califéridos pueden llegar a ovipositar en lugares

obscyros como chimeneas y bodegas (Erznclioglu, 1996). Sin embargo en estudios previos de
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oviposicion y atraccion de califéridos no muestran la oviposicion individual. Es por ello la
necesidad de contribuir en el conocimiento de la atraccidon y oviposicion de moscas Lucilia sericata,
Lucilia cuprina y Cochliomyia macellaria con tres sustratos naturales de higado de res, cerdo y

pollo.

MATERIALES Y METODOS

Cria de las moscas

Las moscas L. sericata, L. cuprina 'y C. macellaria fueron criadas alrededor de 200 a 300
moscas adultas, en cajas de plastico de 30 cm’ con luz:obscuridad (12:12) horas, con una
temperatura de 27 +/- 2 °C con una humedad relativa de 50% , cada caja conto con alrededor de 200
a 300 moscas.

Un total de 1 hembra y 2 machos de cada una de las especies fueron removidas al azar
mediante una aspiradora (AC/DC Aspirator, BioQuimp USA) a partir del primer dia en emerger de
la pupa, se colocaron en una caja de acrilico de 40 cm® con azucar y agua ad libitum, a cada caja
se les colocaron 10 g de higado fresco de res, cerdo y pollo en cajas petri por separado, los cuales
fueron obtenidos diariamente en mercados locales y refrigerados a 4° C, cada uno de los sustratos
fueron colocados y removidos por frescos cada 12 horas simulando el fotoperiodo luz: obscuridad
a 26 +/- 2° Cy 70% de humedad relativa, las jaulas fueron separadas unas a otras con 30 cm de
distancia entre ellas para evitar interfierieran las especies. Los tratamientos fueron rotados de
posicion entre cada experimento tanto enfrente como atrds de la caja experimental con cinco
repeticiones por cada especie (Figura 1). Entre cada experimento se limpiaron las jaulas con
detergente inoloro y se dejaron al aire libre durante 24 horas para evitar olores que interfirieran con

los experimentos con cinco repeticiones por cada especie durante 15 dias.

Conteo de huevos

Los huevos fueron removidos con pinceles y colocados sobre tela de organza delicadamente
en 30 ml de agua estéril, posteriormente mediante movimientos circulares se fueron separando los
grumos con ayuda de un pincel hasta la separacion de todos (Figura 2). Posteriormente mediante el
método de dilucion volumétrica modificado del propuesto por Perez et. al. (2004) se tomaron
muestras de 10 ml para el calculo de los huevos en cada sustrato y fueron contabilizados en cajas

petri con una cuadricula disefiada y modificada del descrito por Ody et al. (2017).
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Figura 2. a) Huevos aglutinados y b) Huevos desaglutinados.

Analisis estadisticos

Se realizd un analisis de correspondencia multinomial para modelar la conducta de la
especie respecto a las variables “sustratos, especies y fotoperiodo™ con un nivel de significancia de

x =0.05 con el programa JMP v7, SPSS v21.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de oviposicion de Cochliomyia macellaria, Lucilia cuprina y Lucilia sericata.

Los porcentajes del total de oviposicion en los tres sustratos estudiados con las tres especies
estudiadas mostrd que Lucilia sericata fue la que obtuvo mas indice de oviposicion con un total de

51.68%, seguida de Lucilia cuprina con un 32.75% y Cochliomyia macellaria con un 15.57%.

30.00%

25.00%

20.00%
15.00%
10.00%
5.00% I
N

0.00%
Cerdo Pollo Res Pollo Res Cerdo Pollo Res

C. macellaria | L. cuprina | L. sericata

Grafica 1. Porcentaje de oviposicion de Cochliomyia macellaria, Lucilia cuprina y Lucilia
sericata

El porcentaje de oviposicion de las tres especies estudiadas Cochliomyia macellaria,
Lucilia cuprina y Lucilia sericata en cuanto a los sustratos naturales utilizados, el higado de pollo
fue el mas atractivo en dos especies L. sericata y L. cuprina, sin embargo el higado de cerdo fue el
menos atractivo siendo este Ultimo escaso en L. cuprina , en cuanto a L. sericata 'y C. macellaria
fue para ambas un alrededor de 2.5%. Sin embargo el sustrato de res fue mas representativo para
Lucilia sericata con 21.14% seguido de L. cuprina con 9%, sin embargo C. macellaria fue la que

menos atraccion tuvo con res (Grafica 1).

En cuanto al porcentaje de oviposicion total de las tres especies y su atraccion en los
sustratos naturales estudiados, se encontrd que el pollo fue el mas atractivo con un 61% de atraccion
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total de las tres especies, seguido de res con 32% y el menos atractivo fue el cerdo con 5.7%. Es
similar al estudio realizado por Kaneshrajah y Turner (2004) en el que describieron que el higado de
cerdo no fue efectivo con el crecimiento de  Calliphora vicina a diferencia de tejidos como el
pulmon, rifion, corazon o cerebro de cerdo. En nuestro estudio solo se trabajo con higados, sera una

buena recomendacion para futuros estudios trabajar con diferentes tejidos de pollo, cerdo y res.

Sin embargo Zhu et al. (2013) mostré diferencia significativas con diferentes compuestos
volatiles del higado de pollo con moscas como atrayentes en oviposicion de C. macellaria,
relacionado a nuestro estudio se confirmo ya que fue el higado de pollo el que mds porcentaje de
oviposicion y atraccion tuvo con C. macellaria. Cabe mencionar que en otros estudios como el

realizado por

La oviposicidon es importante en este proceso de descomposicion, antes de que el tejido se
diseque y se vuelva poco habitable para el desarrollo larval (Forbes y Carter 2015), ademas es de
suma importancia el tipo de tejido con el que se estudia, un ejemplo de ello es el trabajo descrito por
Boonchu et al . (2003) donde mostr6 que las visceras de cerdo son muy atractivas con las moscas
de importancia forense, teniendo un 35% seguida de filete de pescado 30%, en su estudio mostro
que los de menor atraccion fueron visceras de pescado 12%, visceras de res 9% , carne de de puerco

8.4% y carne de res 5.4%.

Un factor decisivo en el proceso de oviposicion puede ser la presencia de huevos y/o larvas
de otras especies, tal es el estudio realizado por Yang y Shiao (2012) en el que describieron que las
hembras de C. C. megacephala no ovipositan cuando esta la presencia de larvas de otras especies
tales como C. rufifacies y las hembras de esta ultima actuan en forma contraria ante la presencia de

larvas de C. megacephala.

Porcentaje de oviposicion y atraccion de C. macellaria, L. cuprina y L. sericata durante
fotoperiodos.

Algunos factores influyen en la colonizacion de los cadaveres que pueden influir en la
determinacion del intervalo post mortem (IPM), uno de ellos pueden ser los fotoperiodos , ya que
algunos reportes describen la oviposicion de los califéridos unicamente de dia, sin embargo son
pocos los que mencionan la importancia de conocer la oviposicion en la noche. Algunos estudios

como el hecho por Greenberg (1990) en su estudio reportd que Lucilia sericata, Calliphora vicina y
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Phormia regina ovipositan durante las noches y puede alterar la estimacion del intervalo
postmortem con un periodo de hasta 12 horas en los casos de homicidios. En nuestro estudio se
observo que la oviposicion de las especies estudiadas mostraron un porcentaje mayor de
oviposicion durante el dia que en la noche, en ambos casos Lucilia sericata fue la que mayor
porcentaje de oviposicion tuvo en los dos fotoperiodos teniendo un 29.55 % seguido de L. cuprina
con 17.74% de dia y de noche con 15.01%, sin embargo C. macellaria fue la que menos presencia

y porcentaje de oviposicion tuvo en relacion con las dos especies (Grafica 2).

35.00%

30.00%

25.00%

20.00%

15.00%

10.00%

5.00% ]

0.00% .
DIA NOCHE | DIA NOCHE | DIA NOCHE
C. macellaria | L. cuprina | L. sericata

Grafica 2. Porcentaje de oviposicion durante los fotoperiodos (dia y noche) con las tres especies
Lucilia sericata, Lucilia cuprina y Cochliomyia macellaria

De acuerdo con Williams et al (2017) la oviposicion nocturna puede estar restriginda por un
conjunto de condiciones ambientales, tipo y tamafio de la carcasa, ya que estos factores pueden
variar de una especie a otra, probablemente entre poblaciones especificas, en nuestro estudio solo se
realizd con condiciones controladas de laboratorio, por lo que se sugiere que se desarrolle en un

ambiente natural con las diversas variables.

La temperatura influye en la oviposicion de los califéridos (Erznclioglu, 1996; Davies
2006). En un estudio realizado por Amendt et al. (2008) mostrd que la oviposicion nocturna de los
califéridos bajo condiciones de laboratorio puede ocurrir con 25° C, en nuestro estudio realizado se
manejoé con una media de 25° C, por lo que en los resultados tambien pudo influir en esa atraccion

de las moscas, otro factor importante son los sustratos empleados donde se muestra el porcentaje de
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oviposicion en los fotoperiodos con los tres sustratos cerdo, pollo y res utilizados por las tres
especies estudiadas, se observo que el mas atrayente fue el pollo en ambos fotoperiodos por las tres

especies, donde presenta un 35% de oviposicion durante el dia (Grafica 3).
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Grafica 3. Porcentaje de oviposicion durante los fotoperiodos con higado de res, cerdo y pollo.

Correspondencia de sustratos, especies y fotoperiodos

La correlacion entre las variables: sustrato, especie y fotoperiodo describe a Lucilia sericata
como la especie que mas tendencia tuvo con el higado de pollo y en el dia. Sin embargo no se
encontré una tendencia, dependencia ni asociacion con el higado de cerdo durante el dia y la noche
con ninguna especie estudiada
Algunos artropodos para favorecer la supervivencia de la descendencia mediante la oviposicion ,
algunos factores que favorecen la respuesta de ellos pueden estar restringida por la memoria,

locomocion y su percepcion sensorial (Mac y Pianka, 1996).

Las moscas de la familia Calliphoridae son ampliamente distribuidas y estudiadas debido a
su impacto en investigaciones criminales y accidon sanitaria. Sin embargo las hembras de los
califoridos tienen conductas diferentes de acuerdo a algunos factores entre ellos pueden ser el tipo
de sustrato, temperatura y fotoperiodo, todo depende de los factores medio ambientales y las
condiciones de cada una de las especies, por ello en el presente estudio se realizd con tres especies
Lucilia sericata, Lucilia cuprina y Cochliomyia macellaria las tres de importancia forense, sin

embargo no se habian realizado ningun estudio de manera individual con las especies descritas, tres
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sustratos naturales y fotoperiodos. Por ello el presente trabajo contribuyo en conocer mas sobre la

conducta de las moscas individuales y su porcentaje de oviposicion en los fotoperiodos.

CONCLUSIONES

* La mosca Lucilia sericata mostré un alto porcentaje de oviposicion en el higado de pollo

seguida de Cochliomyia macellaria en res y la que menos mostré fue Lucilia cuprina.
* El higado de pollo fue el que mas atrajo a las tres especies estudiadas durante el dia y la
noche, seguido de res durante el dia. Sin embargo el higado de cerdo no tuvo ningun

porcentaje de oviposicion durante la noche en ninguna especie.

* Las tres especies tuvieron mas porcentaje de oviposicion durante el dia a diferencia de la

noche.
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