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ABSTRACT

The study had three objectives: the first objective was to set up a laboratory for the
study of diptera, establishing the creation and maintenance of colonies of diptera in the
family Calliphoridae. For that, two insect traps with chicken gizzard bait were exposed,
in a wooded area in the center of Porto, to attract the dipterans. The traps were exposed
for 24 hours and, after this period of time, the bait with the flies' eggs were taken to the
laboratory, where they passed through all stages of development until adulthood. The
insects were morphologically identified as Lucilia sericata, Chrysomya albiceps,
Sarcophagidae and Calliphora vicina. After studying the life cycle of insects, the
species C. vicina was chosen, which best adapted to laboratory conditions. The second
objective was to develop a simple and inexpensive technique for sterilizing C. vicina
eggs, in order to obtain sterile larvae for the extraction of their secretions and excretions
with potential antimicrobial action. The radiation used to sterilize the eggs was UV-C, a
sterilization technique free of chemical residues and easy to handle. Three treatments
(T1, T2, T3) were compared with 3, 6 and 12 minutes of exposure to ultraviolet rays
(UV-C), respectively. The sterility of the eggs was evaluated by a culture of
thioglycolate broth, incubated at 32 °C + 2.5 °C for up to 14 days. The radiation
sterilization process was successful after 12 minutes of exposure to UV-C rays
(treatment 3). Larval viability was 57%, pupar 54% and adults 54%. The sex ratio was
50%, within the expected values. There were no morphological abnormalities associated
with UV-C treatment in flies born from eggs exposed to radiation. In conclusion,
sterilization by UV-C rays is indicated to obtain sterile larvae. The third objective was
to evaluate the antimicrobial action of the NES of C. vicina by determining the
minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum lethal concentration (CLM).
The following microorganisms Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus

ATCC 29213, Klebsiella pneumoniae LM 1102, Candida albicans ATCC 90028 and
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the clinical strains C. albicans LMO026, C. glabrata LM025 and C. parapsilosis LM021
were tested. The C. vicina NES showed high antimicrobial activity on gram-negative
bacteria such as E. coli and K. pneumoniae and on the fungus C. glabrata, a short-lived
antimicrobial activity on gram-positive bacteria, S. aureus, moderate fungal activity on
C. albicans LM026, little activity on C. albicans ATCC 90028 and no fungal activity on
C. parapsilosis. Thus, the NES of C. vicina can be considered with the potential to be

developed as a simple and inexpensive natural antibiotic and antifungal.
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RESUMO

O estudo teve trés objetivos: o primeiro objetivo foi montar um laboratério de estudo
de dipteros, estabelecendo a criagdo e manutencdo de col6nias de dipteros da familia
Calliphoridae. Para isso, foram expostas, numa area arborizada no centro da cidade do
Porto, duas armadilhas de inseto com isco moela de frango para atrair os dipteros. As
armadilhas ficaram expostas por 24 horas e, apds esse periodo de tempo, a isca com 0s
ovos das moscas foram levadas para o laboratorio, onde passaram por todas as fases de
desenvolvimento até a fase adulta. Os insetos foram identificados morfologicamente
como Lucilia sericata, Chrysomya albiceps, Sarcophagidae e Calliphora vicina. Ap0s
o0 estudo do ciclo de vida dos insetos, optou-se pela espécie C. vicina, que melhor se
adaptou as condicdes laboratoriais. O segundo objetivo foi desenvolver uma técnica
simples e barata de esterilizagdo dos ovos de C. vicina, com o intuito de obter larvas
estéreis para a extracdo das suas secrecdes e excregbes com potencial acdo
antimicrobiana. A radiagdo utilizada para esterilizar os ovos foi a UV-C, técnica de
esterilizacdo isenta de residuos quimicos e de facil manuseio. Foram comparados trés
tratamentos (T1, T2, T3) com 3, 6 e 12 minutos de exposi¢do aos raios ultravioleta
(UV-C), respetivamente. A esterilidade dos ovos foi avaliada por uma cultura de caldo
tioglicolato, incubado a 32 °C + 2,5 °C por até 14 dias. O processo de esterilizacdo por
radiacdo foi eficaz apds 12 minutos de exposi¢do aos raios UV-C (tratamento 3). A
viabilidade larval foi de 57%, a pupar 54% e a dos adultos 54%. A razéo sexual foi de
50%, dentro dos valores esperados. N&do houve anormalidades morfoldgicas associadas
ao tratamento com UV-C nas moscas nascidas dos ovos expostos a radiagdo. Em
conclusédo, a esterilizacdo por raios UV-C é indicada para obter larvas estéreis. O
terceiro objetivo teve como proposito avaliar a acdo antimicrobiana das NES de C.
vicina pela determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e da concentragédo

letal minima (CLM). Foram testados 0s seguintes microrganismos Escherichia coli
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ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella pneumoniae LM 1102,
Candida albicans ATCC 90028 e as estirpes clinicas C. albicans LM026, C. glabrata
LMO025 e C. parapsilosis LM021. A NES de C. vicina apresentou elevada atividade
antimicrobiana sobre bactérias gram-negativas como E. coli e K. pneumoniae e sobre 0
fungo C. glabrata, atividade antimicrobiana de curta duracdo sobre a bactéria gram-
positiva, S. aureus, atividade fangica moderada sobre C. albicans LM026, pouca
atividade sobre C. albicans ATCC 90028 e nenhuma atividade fungica sobre C.
parapsilosis. Desse modo, a NES de C. vicina pode ser considerada com potencial para

ser desenvolvida como um antibi6tico e antifungico natural simples e barato.
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OBJETIVOS DO ESTUDO

1. Montar um laboratério de estudo de dipteros no Departamento de
Microbiologia e Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto
e estabelecer uma colonia de moscas da familia Calliphoridae, nativas de
Portugal como suporte para as experiéncias.

2. Desenvolver uma metodologia de esterilizacdo fisica simples e eficiente para
ovos dos dipteros da familia Calliphoridae.

3. Avaliar a acdo antimicrobiana da NES de larvas de C. vicina sobre S. aureus,
E. coli, K. pneumoniae e acdo antifungica sobre Candida spp., através da
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo
Letal Minima (CLM).

Xviii



Conteudo

Agradecimentos VI
Lista de publicagdes VIl
Lista de abreviaturas IX
Lista de tabelas X
Lista figuras Xl
Abstract XV
Resumo XVI
Obijetivos do Estudo XV
Conteudo 1
Capitulo I: Introducéo 5
Breve Historia da Terapia com larvas medicinais 6
Maggot Debridement Therapy 8
Esterilizacdo da superficie dos ovos de larvas medicinais 9
Raios UV-A, UV-B, UV-C, UV-V 10
Esterilizantes 11

Acdo antimicrobiana de excrecOes e secrecOes de larvas de moscas medicinais 12

Capitulo 1I: Criacdo do laboratério de Estudo de Dipteros e escolha da mosca 16
para estudo

Resumo 17

Introdugéo 18



Material e Métodos
Coleta
Identificacdo

Ciclo biologico
Resultados

Discussao

Capitulo I1l: Eficacia dos raios UV-C na esterilizacdo da superficie dos ovos de
Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae) para uso em terapia de desbridamento

por larvas.

Resumo

Introducéo

Raios UV-C

Material e Métodos: Colonia de moscas
Comida e Substrato

Tratamento de Esterilizagéo

Resultados

Média de abandono

Viabilidade larval

Discusséo

Importancia dos raios UV-C

Capitulo 1V: Atividade antibacteriana e antifungica das excrecoes e secrecdes de

Calliphora vicina
Resumo

Introducéo

18

19

22

23

24

28

30

31

32

31

32

36

37

39

40

41

43

45

48

49



Material e Métodos

Larvas
Producéo de excrecdes / secrecdes nativas (NES)

Microrganismos

Ensaios antimicrobianos: Unidades Formadoras de Coldnias
Ensaio Turbidimétrico

Resultados

Caracteristicas da NES

Atividade antimicrobiana

Discusséao

Capitulo V: Atividade antifingica de Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae)
contra Candida glabrata, C. albicans e C. parapsilosis

Resumo
Introducéo
Material e Métodos

Larvas

Producéo de excrecdo / secrecdo nativa (NES)
Microrganismos

Ensaio antimicrobiano

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM)

Unidade Formadora de Coldnia (UFC)
Resultados
Determinacgédo do pH e quantificacdo da proteina extraida da NES

Atividade antimicrobiana

50

50

51

52

52

53

54

54

55

57

62

60

64

64

65

66

67

67

68

68

68



Discusséo

Capitulo VI: Discussédo Geral

A escolha do diptero

Radiacao por UV-C

Acéo antimicrobiana da NES
Concluséo

Referéncias

Publicacgdes: Publicacdo I (Capitulo 1V)

Artigo 1: Efficacy of UV-C ray sterilization of Calliphora vicina (Diptera:
Calliphoridae) eggs for use in maggot debridement therapy

Publicacéo Il (Capitulo V)

Artigo 2: Antibacterial and antifungal activity of excretions and secretions of
Calliphora vicina

71

75

76

76

77

78

79

88

89

94

95



Capitulo I:

Introducao Geral



Introducao

1.Breve Historia da Terapia Larvar

Terapia larvar (TL) é técnica que consiste em utilizar larvas vivas de moscas
varejeiras para desbridar o tecido necrosado de uma ferida infetada. Trata-se de uma
técnica muito antiga, utilizada principalmente na medicina tradicional/folclérica de
culturas como a Tribo Aborigene Ngemba de Nova Gales do Sul, os Myanmas, da
Birménia e os maias da Ameérica Central. Estudos antropoldgicos sugerem,
inclusivamente, que 0s maias preparavam pensos embebidos em sangue de gado e 0s
expunha ao sol, com o objetivo de atrair moscas para depositarem 0s seus ovos; quando
as larvas nasciam, os pensos eram aplicados sobre determinadas feridas (Sherman et al.

2000, Whitaker et al. 2017).

Entre 0os gregos, esses pequenos insetos eram vistos como simbolos da
solidariedade, pois as moscas alimentavam-se dos guerreiros mortos durante as
batalhas, depois voavam com parte deles em seu pequeno corpo, distribuindo pela
natureza centenas de células através dos seus ovos. Por esse motivo, a mosca era

considerada um animal sagrado (Chevalier 1906).

Miiase foi definida por Zumpt (1965) como “uma infestagdo de larvas de moscas
em humanos ou animais vertebrados”, que se alimentam do tecido do hospedeiro morto
ou vivo, onde substancias liquidas sdo ingeridas como fonte alimentar. As moscas
causadoras de miiase podem ser classificadas por parasitas obrigatorios (também
denominadas de miiase primaria) ou facultativos (miiase secundaria). Na miiase
priméaria, as moscas parasitam o tecido saudavel para se alimentar e completar o seu

ciclo de vida. As moscas que sdo parasitas facultativas sdo necrobiontdfagas, ou seja,



alimentam-se de tecido desvitalizado ou cadaveres; também sdo capazes de parasitar
hospedeiros vivos, mas somente se as condi¢des forem muito favoraveis.

Ambroise Paré (1500-1590), cirurgido francés, foi o primeiro a perceber algum
beneficio na utilizagdo terapéutica das larvas (Pare et al. 1952). Mas foi o cirurgido
francés do exército de Napoledo, Larrey (1766-1842), durante a expedicdo a Siria, quem
primeiro observou que a infestagdo de larvas nas feridas dos soldados era causada pela
mosca azul; em seus documentos deixou registado: “as larvas removiam somente o
tecido morto, deixando livre o tecido saudavel.” (Baer 1931, Whitaker et al. 2017).

Uma citacdo de J. F. Zacharias de Cumberland, cirurgido do Exército
Confederado, relata suas experiéncias na Guerra Civil:

"Durante 0 meu servico no hospital em Danville, Virginia, usei larvas para
remover o tecido necrosado em uma gangrena, e com satisfacdo eminente, vi, em um
unico dia as larvas limparem uma ferida muito melhor do que qualquer agente que
tivéssemos ao nosso comando; usei larvas depois em varias feridas. Tenho certeza que
salvei muitas vidas pelo seu uso, salvando soldados da septicemia, e dando-lhes
recuperagoes rapidas”. (Baer 1931).

Durante a Primeira Guerra Mundial (1917), William S. Baer, cirurgido
ortopédico americano, recebeu em seu hospital dois soldados que haviam sido feridos
no campo de batalha. Por sete dias permaneceram sem alimentacdo ou agua e ainda
ficaram expostos ao clima e insetos. Ao cortar suas roupas e lavar suas feridas, Baer
percebeu que as lesBes estavam com excelente aspeto e sem infecdo; os soldados ndo
tinham febre e nem septicemia. Em 1929, Baer decidiu introduzir na clinica a TL,
aplicando larvas em doentes com fratura exposta e osteomielite. Ele selecionou 21
pacientes que ndo apresentaram resultados satisfatorios com os tratamentos

convencionais para aplicar as larvas e observou que, ap6s dois meses do inicio do

tratamento, todas as feridas estavam fechadas (Figura 1).



Fig. 1: Foto das criancgas curadas de osteomielite, tratadas por Baer (Baer 1931).

Na época, a TL foi reconhecida como o método mais réapido e eficiente para o
tratamento de osteomielite cronica. Para minimizar a repulsa que as larvas podiam
causar nos doentes, bem como na equipa hospitalar e também para evitar a fuga das
larvas, os médicos criaram pensos como se fossem “gaiolas” e cobriam as feridas para
esconder as larvas.

Com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1929, os médicos
comecaram a perder o interesse pela TL que foi considerada ultrapassada até ser
completamente descontinuada na década de 40. Quando a resisténcia aos antibioticos
aumentou drasticamente e os tratamentos ndo estavam mais a dar os resultados
esperados, Ronald Sherman, médico americano, decidiu reintroduzir a TL novamente na
clinica médica. Nos anos 80, Maggot Desbridement Therapy (MDT), como € chamada a
TL nos EUA, voltou a ser utilizada para o tratamento de feridas de dificil cicatrizacéo.

No quadro atual, a TL é aplicada por profissionais de saide em mais de 30 paises e a



espécie de mosca mais utilizada neste tratamento é Lucilia sericata (Mumcuoglu et al.
1999, Sherman et al. 2000, Contreras et al. 2005, Nigan et al. 2006).

A MDT foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 2004 como
uma terapia alternativa e natural para o desbridamento de feridas infetadas (Sherman et
al. 2014) e apresenta trés efeitos benéficos fundamentais: desbridamento, desinfecéo e
melhoria da cicatrizacdo. Durante o desbridamento, as larvas secretam enzimas
digestivas que dissolvem o material necrotico da ferida, nomeadamente,
carboxipeptidases A e B, leucina aminopeptidases, colagenases e proteases de serina
(enzimas do tipo tripsina e quimotripsina). Essas enzimas, em conjunto, desempenham
provavelmente um papel significativo na digestdo da matriz da ferida (Nigan et al.
2006), onde cada lesdo recebe cerca de 10 larvas por cm? e cada larva é capaz de
remover 25 mg de material necrético em apenas 24 horas (Mumcuoglu, 2001). As
larvas s6 se alimentam de tecido necrosado, além disso, sdo fotofdbicas, ou seja,
procuram por fendas na ferida para fugir da luz. Essas caracteristicas permitem que as
larvas facam uma limpeza minuciosa, sendo mais répidas e eficientes em desbridar do

que qualquer bisturi de cirurgido (Nigan et al. 2006).

As larvas possuem um par de mandibulas (ganchos) que auxiliam na sua
locomocdo e fixacdo ao tecido. Simultaneamente, estes ganchos véo rasgando o tecido
necrotico, libertando enzimas pelo aparelho bucal e também pelo exoesqueleto,
tornando o leito da ferida necroética num substrato de alimentagdo. As larvas alimentam-
se desse substrato repleto de bactérias que, ao passar pelo seu trato intestinal, sdo
destruidas pelos comensais existentes. O que € eliminado pelas larvas é considerada
estéril (Muncuoglu et al. 2001). As larvas também libertam enzimas com acgéo
antimicrobiana, pequenos péptidos conhecidos como Lucifensinas, bem caracterizados e

muito comuns na maioria dos insetos (Cerovsky e Bém, 2014). O leito da ferida, limpo



e exposto, podera adicionalmente ser tratado com outros adjuvantes que auxiliem a

cicatrizacao.

1.2. Esterilizacao da superficie dos ovos

A superficie dos ovos das moscas € altamente contaminada, uma vez que as
moscas estdo sempre em contacto com carcacas de animais mortos ou matéria organica
em decomposi¢cdo. Mesmo as moscas criadas em laboratorio ndo estdo livres de
contacto com microrganismos por necessitarem de dieta fresca e ndo estéril como carne,
sardinha, figado ou moela de frango (Dallavecchia et al. 2014).

Willian Baer, quando iniciou o seu trabalho com larvas medicinais, tratando
doentes com osteomielite, observou que alguns de seus pacientes tiveram suas feridas
contaminadas com Clostridium tetani e Clostridium perfringens, desta forma, concluiu
gue 0s ovos precisavam ser esterilizados.

Para desenvolver metodologias de esterilizacdo, Baer trabalhou em conjunto
com alguns colegas (Baer, 1931). Desde entdo, muitos agentes tém sido utilizados para
esterilizacdo dos ovos, a maioria dos quais envolve o0 uso de quimicos toxicos como,
formol, aldeidos, hipoclorito de sddio, acido borico, entre outros (tabela 1), adaptado de
Dallavecchia et al. (2014).

Porém, os produtos quimicos deixam residuos na superficie dos ovos, sendo
indispensavel, apds a esterilizacdo, um tratamento neutralizante que evite a acdo toxica,
assim como o ressecamento. Os agentes quimicos também requerem cuidados por parte
do utilizador, como equipamentos de seguranca pessoal, para prevenir acidentes como
queimaduras ou inalacdo de compostos volateis. Uma alternativa eficiente, barata e livre
de residuos, seria a utilizacdo de um esterilizante fisico, como o raio UV-C, muito
utilizado em cémaras de fluxo laminar, hospitais, industria, etc., por inviabilizar a

atividade microbiana.
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Tab. 1: Adaptado de Dallavecchia et al. (2014). Agentes esterilizantes utilizados na superficie dos ovos

de algumas espécies de dipteros.

Familia Espécie Esterilizante /concentracéo Autor/pais
Cloreto de mercurio (1:1000),
Phormia Regina alcool etilico Baer (1931) /EUA
(Meigen, 1826) 25%, acido cloridrico 0,5%
Fine e Alexander (1934)
Formol 10% e cloreto de sodio I(EUA)
0,85%
Chrysomya Putoria Hipoclorito de sodio 0.5%, Varzim et al. (2005) /Brasil
(Wiedemann, Formaldeido 1%, Farmaseptplus®
1818) 1:4000
Dallavecchia et al. (2014)
Glutaraldeido 2% /Brasil
Chrysomya
megacephala Glutaraldeido 2% e Tween 20 Dallavecchia et al. (2010)
(Fabricius, 1794) /Brasil
Lucilia caesar Cloreto de mercurio Baer (1931) /EUA
(Linnaeus, 1758) (1:1000), alcool etilico 25%
Calliphoridae acido Cloridrico 0,5%
Lucilia sericata Formalina 5% e Hidréxido Simmons (1934) /EUA
(Meigen, 1826) de s6dio 1%
Sulfito de s6dio 2,5% e Mumcuoglu et al. (1999)
Formaldeido 2,5% [Israel
Ortophtaldeido / (ndo Contreras et al. (2005)
especificado) IMéxico
Hipoclorito de s6dio 0,5% e Figueroa et al. (2006)
Formalina 10% /Chile
Acido acético e Kocisova et al. (2006)
estreptomicina. /Eslovaquia
Fenol 3% ou Hipoclorito de Sherman et al. (2007) /
sodio 0,5% EUA
Lucilia cuprina Raios ultra-violetas (UV-C); Mohd et al. (2005) /
(Wiedemann,1830) alcool 70% e clorexidina. Malésia
Muscidae Musca domestica Formol 10% e Cloreto de Fine e Alexander 1934
(Linnaeus, 1758) sodio 0,85% /(EUA)

Os raios ultravioletas estdo divididos em diferentes comprimentos de onda,

tradicionalmente conhecidos como UV-A: 315 a 400 nm; principal responsavel pelo

fotoenvelhecimento, afetando negativamente a elasticidade natural da pele e agravando

fotodermatoses, como o lUpus eritematoso e a erupc¢ao polimorfa a luz solar; UV-B: 280

a 315 nm, associado a producdo da vitamina D3 (colecalciferol), envolvida no

metabolismo 0sseo e no funcionamento do sistema imunoldgico do organismo. Interage
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diretamente com o DNA, produzindo mutagdes nos dimeros de pirimidina que estdo
associadas ao cancro de pele ndo-melanoma (carcinoma de células basais e carcinoma
de células escamosas); UV-C: 200 a 280 nm, é germicida e pode causar mutagdes
genéticas, porém, é retido quase na totalidade pela camada de ozonio; UV-V: 100 a 200
nm, fortemente absorvido pela &gua e pelo ar e s6 pode ser transmitido no véacuo.
(Balogh et al. 2010).

A esterilizagdo por raios UV-C é amplamente utilizada pela industria alimentar
(Ingram e Roberts 1980, Faria 2001) para desinfetar varios tipos de materiais, inclusive
produtos j& embalados. Também tem sido utilizada para inativar ovos de insetos
parasitas (Brownell et al. 2006). E um método eficiente de esterilizagdo; no entanto, o
uso de material especifico que consegue absorver os raios UV-C é indispensavel, assim

como o controle do periodo de tempo e de exposicdo a radiacéo.

1.3. Acdo antimicrobiana de excrecoes e secrecdes de larvas de moscas

A observacdo dos beneficios causados pelas larvas medicinais, principalmente
relacionados a reducdo de infecdes microbianas nas feridas, despertou o interesse de
muitos investigadores em relacdo as excrecdes e secrecdes das larvas (NES). Sabe-se
hoje em dia que as larvas libertam nas feridas secrecfes ricas em compostos naturais
com numerosos metabolitos de baixo peso molecular com reconhecida atividade contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Também possuem em sua COmMpOSicao
proteinas como serina protease (semelhante a tripsina e quimiotripsina), além de
peptideos antimicrobianos como defensinas, cecropinas, diptericinas, peptidios ricos em

prolina, aloferons, alostatinas, entre outros (Diaz-Roa et al. 2014, Chernysh et al. 2015).

Além disso, com o aumento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
existentes, torna-se indispensavel a descoberta de novos farmacos. Chernysh et al.

(2015), por exemplo, realizaram um estudo para comparar o desenvolvimento da
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resisténcia de bactérias tratadas com antibioticos convencionais e com antimicrobianos
derivados de insetos, nomeadamente Diptera, ao longo de diversas gera¢des. Os autores
observaram que ja& nas geracOes iniciais, as bactérias tratadas com antibioticos
convencionais adquiriram resisténcia; o mesmo ndo foi observado com as bactérias
tratadas com antimicrobianos derivados de insetos. Desta forma, demonstrou-se que 0s
antimicrobianos de insetos podem ser uma alternativa eficiente para a producdo de

possiveis novos antimicrobianos no futuro.

Estudos demonstraram a acdo antimicrobiana da NES de L. sericata na reducéo
significativa da carga microbiana de microrganismos tais como Staphylococcus aureus,
Streptococcus, Escherichia coli, Proteus spp., Pseudomonas spp, MRSA, entre outras.
Também foi observada atividade antifungica contra Candida albicans e antiviral
(Bexfield et al. 2008, Cazander et al. 2009, Barnes et al. 2010, Ratcliffe et al. 2015,

Evans et al. 2015, Mohammad et al., 2019).

Embora existam ja muitos estudos que descrevem o0s componentes existentes na
NES das larvas de L. sericata, ainda ndo é muito compreendido o seu mecanismo de
acao. Por vezes, os resultados apresentados sdo contraditorios. Este facto talvez possa
estar relacionado com a diversidade das técnicas de extracdo da NES, diluentes

utilizados, ensaios antimicrobianos, técnicas laboratoriais ou tamanho dos indculos.

Por exemplo, Thomas et al. (1999) utilizaram 200uL de &gua ultrapura MilliQ
estéril por grama de larva para a extracdo de NES de L. sericata e testaram as
concentracdes de 20 e 50uL de NES contra bactérias gram positivas e gram negativas.
De acordo com os seus resultados, a concentracdo com 50uL de NES foi mais eficaz
para inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, mas
menos eficiente em Escherichia coli. Bexfield et al. (2004) também utilizaram 200 pL

de &gua por grama de larvas para extrair a NES e a faccionaram obtendo os seguintes
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pesos moleculares: >10 kDa, 500 Da - 10k Da e <500 Da, em seguida demonstraram
que a fracdo >500 Da foi mais eficaz contra S. aureus e S. aureus meticilina-resistente

(MRSA).

Muitos estudos utilizam atualmente técnicas de ultrafiltracdo ou separadores
moleculares para a utilizacdo da NES, no entanto, estes protocolos séo complicados, e
oneram os custos de producdo devido ao uso de dispositivos e reagentes caros (Bexfield
et al. 2008, Evans et al. 2015, Chernysh et al. 2015). Numa situacdo em que a demanda
por antibidticos naturais seja grande ou a sua utilizacdo seja necessaria em locais
remotos, como por exemplo, em contextos de guerra, é necessario 0 estudo da acao
antimicrobiana da NES em seu estado puro, ou seja, a NES sem fracionamento ou

separacdo molecular.

Deste modo, este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos antimicrobianos
da NES pura de uma mosca nativa de Portugal, da familia Calliphoridae. Desta forma,
foi escolhida a espécie Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy, 1830) (Diptera:
Calliphoridae), uma espécie de mosca origindria da regido holarctica, sendo muito
comum em Portugal e frequentemente encontrada em areas urbanas (Smith 1986, Byrd
e Castner 2010). Trata-se de uma espécie de diptero necrobiontéfogo, onde as larvas se
alimentam de tecido morto (necrosado). Estas moscas tém olfato muito apurado, sendo
atraidas para feridas de animais, cadaveres e excrementos altamente contaminados com
microflora patogénica humana e animal. Também apresenta alta capacidade reprodutiva

de massa de ovos e adapta-se bem as condicGes laboratoriais.

Sendo assim, o estudo dividiu-se em 3 objetivos principais: 1 - Estabelecer uma
colonia em laboratorio com dipteros da familia Calliphoridae, nativas de Portugal
Continental e identifica-los morfologicamente para dar inicio as experiéncias. 2 -

Desenvolver uma metodologia de esterilizacao fisica da superficie dos ovos, simples e

14



eficiente. 3 - Avaliar a a¢do antimicrobiana e antifungica da NES contra Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Candida albicans ATCC
90028 e as estirpes clinicas Klebsiella pneumoniae LM 1102, C. albicans LM026, C.

glabrata LM025 e C. parapsilosis LM021.

A tese foi dividida por capitulos; no capitulo I, foi descrita uma introdugéo geral
apresentando o tema desta tese. No capitulo Il é referido como foi selecionada
Calliphora vicina, uma espécie de mosca varejeira conhecida como mosca azul, que se
encontra amplamente distribuida por todo o mundo, principalmente Estados Unidos e
Europa, existindo tanto em locais rurais como em centros urbanos. E uma espécie que
relne caracteristicas ideais para ser utilizada em alternativa a Lucilia sericata. O
capitulo 111 descreve a esterilizacdo da superficie dos ovos de C. vicina com raios UV-
C, um método simples e eficiente de esterilizacdo fisica. No capitulo 1V e V sdo
demonstrados os resultados dos testes antimicrobianos realizados com a NES, atraves
de um ensaio turbidimétrico, analise da curva de crescimento e pela determinacdo da

concentracdo inibitoria minima (CIM) e a concentracdo letal minima (CLM).
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Capitulo 11

Criacao do laboratorio de Estudos de Dipteros e

escolha da mosca para a pesquisa
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Resumo

O primeiro objetivo deste estudo foi implementar um laboratério de estudos de
dipteros (LED) no Servico de Microbiologia do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da Universidade do Porto (FMUP) para dar suporte aos
trabalhos relacionados aos dipteros. Foram utilizadas armadilhas com moela de frango
para atrair os dipteros, expostas por 24 horas num local arborizado do centro da cidade
do Porto. Ap6s o periodo de tempo estipulado, as dietas com os ovos depositados foram
transferidas para o LED onde se desenvolveram até a fase adulta. Quatro espécies foram
identificadas morfologicamente: Lucilia sericata, Chrysomya albiceps, Sarcophagidae e
Calliphora vicina. Por resistir melhor a todas as estacdes do ano, optou-se pela criacéo e
manutencdo da espécie C. vicina. O ciclo de vida de C. vicina em laboratério foi
registado e constatou-se tratar de uma espécie holometabdlica, ou seja, que sofre uma
metamorfose completa, passando pelas etapas de ovo, larva, pupa e adulto. Os ovos
eclodem em aproximadamente 12 horas e as suas larvas passam por trés fases L1, L2 e
L3, atingindo a fase de pré-pupa em aproximadamente 5 dias. A fase de pupa dura em
média 10 dias até a emergéncia (nascimento) do inseto adulto. A metamorfose
completa, ou seja, do ovo até a fase adulta, ocorre em média em 15 dias, podendo variar
conforme a temperatura — quanto menor a temperatura, maior serd o tempo para o ciclo
bioldgico.

Palavras-chave: Calliphora vicina, ciclo de vida, criagdo em laboratorio.
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1.Introdugéo

A escolha de um diptero que se adapte bem as condi¢cdes de laboratério €
fundamental para implementar os estudos necessarios com a espécie escolhida. Na
maioria das vezes, grandes quantidades de insetos sdo utilizadas na manutencdo de
colonias sob condigbes controladas de laboratério. Por exemplo, sdo necessarias
grandes quantidades de ovos de dipteros para que se possa testar a agdo dos raios UV,
ou grandes quantidades de larvas para a extracdo da NES, onde podem ser utilizadas até
500 larvas por extracao, dependendo da metodologia utilizada (Dallavecchia et al. 2019,
2020).

A espécie de mosca mais utilizada na terapia larvar (TL) e estudada em relacéo a
atividade antimicrobiana da NES é a espécie Lucilia sericata, um califorideo
necrobiont6fogo, isto é, que sO6 se alimenta de material organico em estado de
putrefacdo. Esse comportamento alimentar faz com que as larvas tenham uma
convivéncia estreita com inimeros microrganismos, onde provavelmente, ao longo de
sua evolucdo, desenvolveram uma eficiente defesa imunitaria (Dallavecchia et al.
2015).

A criacdo em laboratério de moscas da familia Calliphoridae é simples e barata.
Para sua correta manipulagdo é necessario conhecer o ciclo evolutivo das espécies, bem
como 0 seu comportamento alimentar, temperatura e humidade ideais para o seu
desenvolvimento (Figueroa et al. 2007, Ferraz et al. 2014, Dallavecchia et al. 2015).

O objetivo deste estudo foi montar uma colonia de dipteros da familia
Calliphoridae em alternativa a espécie Lucilia sericata e que se adaptasse bem as

condigdes de laboratdrio.

2.Material e métodos
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2.1.Coleta

A coldnia de dipteros foi formada por insetos adultos selvagens. Foram inseridos
dentro de uma armadilha (adaptada do modelo desenvolvido por Mello et al. 2007) 500
g de moela de frango fresca (Dallavecchia et al. 2015) para atrair os dipteros (figura 1-
a e b). As armadilhas (n=3) foram colocadas dentro de recipientes abertos com 500 mL
de &gua (para evitar a invasdo de insetos rastejantes), onde ficaram expostas por um
periodo de 24 horas em um ambiente aberto e arborizado (figura 1- ¢ e d). Os
espécimes foram coletados no centro da Cidade do Porto, de acordo com as seguintes
coordenadas geogréficas: N41.146290°, W8. 600417° (figura 1- e e f).

Ap6s o periodo de tempo estabelecido, as massas de ovos depositadas pelas
moscas na moela de frango foram transferidas para recipientes de polipropileno
contendo mais 500 g de moela de frango para eclosdo das larvas e alimentacdo até o seu
desenvolvimento total, por volta do terceiro dia de vida (L3 ou 3° estadio). Os
recipientes foram vedados hermeticamente e enviados para o Laboratoério de Estudo de

Dipteros (LED) no Servico de Microbiologia, Departamento de Patologia, FMUP.
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Fig. 1: a) Material utilizado na montagem das armadilhas para captura dos dipteros, b) Prot6tipo das armadilhas utilizadas, ¢) Armadilha exposta na natureza com isco em seu interior, d) Moela
de frango utilizada como isco, e) Localizagdo geografica onde as armadilhas ficaram expostas.



No laboratério, os ovos foram retirados dos iscos com o auxilio de uma pinca e
transferidos para 500g de moela fresca (figura 2-a e 2-b), acondicionadas num
recipiente plastico de 500 mL para que as larvas ao eclodirem pudessem se alimentar até
o0 seu desenvolvimento larvar total (figura 2-c e 2-d). Apos esta fase, as larvas, por
serem fotofobicas, procuram locais escuros para pupar, deste modo, ap6s o abandono

das larvas da dieta, estas foram transferidas para recipientes de vidro contendo serragem

até a fase pupar final (figura 3-a).

Fig. 2: a) Recipiente contendo os ovos coletados no Porto, b) Aumento em 10x dos ovos coletados, c)
Recipientes preparados para receber a dieta com o0s ovos e d) Ovos incubados com dieta moela de frango para
desenvolvimento larvar.

Apo0s a fase de pupa os recipientes de vidro foram colocados abertos dentro de
gaiolas transparentes de polietileno (40x30x20cm), com abertura na parte superior
frontal e coberta com tela para ventilacdo dos insetos (figura 3-a e 3-c). Apds o
nascimento dos dipteros, foram disponibilizados, em recipientes forrados com tela de

nylon (para evitar o afogamento dos insetos), 20 mL de solucdo de mel (fonte de
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hidratos de carbono) diluidos em &gua a 50% e 20 mL de &gua para hidratagdo. Como
proteina para alimentacdo e desenvolvimento do aparelho reprodutor feminino, foram

utilizados 50 g de moela de frango, para cada gaiola (figura 3-d).

Fig. 3: a) Recipiente em vidro com larvas e pupas, b) Moscas nascidas em laboratério alimentando-se de
dieta moela de frango, ¢) Gaiola transparente para criagdo dos dipteros e d) Recipientes com tela em
nylon com mel a 50% e agua.

2.2.1dentificacédo

Ap6s o0 nascimento das moscas em laboratério, alguns espécimes
morfologicamente diferentes foram selecionados e espetados com alfinete
entomoldgico, armazenados em caixa de esferovite e enviados para identificacdo
morfolégica no Laboratério de Estudo de Dipteros (LED), no Departamento de
Microbiologia e Parasitologia do Instituto Biomédico da Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO). A identificacdo foi feita por entomologistas através

da comparacdo anatdmica entre os espécimes coletados e pela observacdo de chaves de
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identificacdo de moscas da Europa e do Mediterraneo descritas na literatura por Szpila

(2009) (figura 4).

Fig. 4: Amostras dos espécimes coletados para identificacdo.

2.3.Ciclo Bioldgico de Calliphora vicina e manuteng¢do da colénia em laboratdrio
Ap0s a identificacdo dos dipteros, foram estabelecidas 3 colénias (3 gaiolas) de
Calliphora vicina com cerca de 100 insetos em cada uma. As gaiolas eram observadas
diariamente e o ciclo de vida foi registado de acordo com o0s seguintes pardmetros
biologicos: tempo de desenvolvimento larvar, pupar e adulto, media de ovos
depositados pelas fémeas, pico de oviposicdo, pico de abandono das larvas, pico de
nascimento dos adultos e estimativa do tempo de vida dos adultos.
3.Resultados

3.1.Coleta e Identificacéo
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Inicialmente estabeleceram-se coldnias de todas as espécies de dipteros que
foram coletadas. As espécies foram identificadas morfologicamente como sendo Lucilia
sericata (figura 5-a), Calliphora vicina (figura 5-b), Sarcophagidae (figura 5-c) e
Chrysomya albiceps (figura 5-d). Ao longo do seu desenvolvimenrto, foram observadas

diferengas no ciclo biolégico de cada espécie, 0 que tornou inviavel a manutencéo de

todas as colonias.

Fig. 5: Moscas identificadas no LED-Brasil: a) Lucilia sericaté, b) Calliphora vicina, c) Sarcophagidae e
d) Chrysomya albiceps.

L. sericata e C. albiceps sdo espécies que suportaram bem temperaturas amenas,
entre 16 e 26 °C; C. vicina foi a espécie que melhor se adaptou a todas as esta¢des do
ano, com excecdo do calor extremo (acima de 30 °C). Sarcophagidae, suportou 0s

meses mais quentes, no entanto, apds suas larvas passarem para o estadio de pupa, se
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entraram em diapausa e conservaram assim por cinco meses (periodo mais frio); as
pupas ficaram conservadas em recipientes de vidro com serragem, desde o més de
Outubro de 2016 até Marc¢o de 2017, em temperatura ambiente, vindo a emergir no final

desse periodo.

3.2. Calliphora vicina

Calliphora vicina, conhecida como mosca da garrafa azul por causa da
coloragdo cinza-azulada metalica de seu torax e abdémen, tem aproximadamente 10-11
mm de comprimento e pertence ao filo Arthropoda, que se caracteriza por ter patas
articuladas, corpo segmentado e exosqueleto quitinoso. Esta inserida na classe Insecta,
por ter trés pares de patas, dois pares de asas e 0 corpo dividido em trés regides distintas
(cabeca, térax e abdomen). Pertence a ordem Diptera por ter um Unico par de asas
funcional (o anterior), sendo o outro par modificado para formar halteres que auxiliam o

processo de voo.

3.3. Ciclo Bioldgico

Trata-se de uma mosca holometabdlica, ou seja, passa por uma metamorfose
completa que inclui 4 fases de vida: ovo, larva, pupa e adulto. A fémea dessa espécie
oviposita cerca de 250-300 ovos de cada vez. Os ovos eclodem em larvas com cerca de
1mm de tamanho e as larvas passam por 3 fases de desenvolvimento lavar: L1 (um a
dois dias de vida), L2 (dois a trés dias de vida) e L3 (cerca de 4 a 5 dias de vida). As
larvas abandonam a dieta geralmente no 3° dia de alimentagéo e tendem a abrigar-se da
luz procurando lugares escuros, onde desaceleram o seu metabolismo e iniciam a fase
de pré-pupa (um dia) até se tornarem pupa. De modo geral, cada fase dura cerca de 24

horas até chegar ao estadio de pupa que acontece cerca de 5 dias apés a ecloséo das
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larvas. O ciclo total dura em média cerca de 20 dias até a emergéncia dos adultos
(figura 6).

O desenvolvimento deste diptero estd diretamente relacionado com a
temperatura, ou seja, quanto mais elevada for a temperatura, menor serd a duracao de
cada fase. Deste modo, o ciclo total pode variar entre 15 a 30 dias. Apds 0 nascimento
do diptero, sdo necessarios ainda 5 dias para a maturagcdo do ovério da fémea, pelo que
neste periodo € fundamental que a mosca se alimente de um substrato proteico.

A fémea desta espécie comeca a ovipor a partir do 6° dia de nascimento, caso
tenha recebido gametas em seu ovario. O pico de oviposi¢do ocorre geralmente apds o
14° dia de nascimento dos dipteros; as fémeas colocam massas de ovos até 5 vezes por
dia. Esse pico pode durar cerca de duas semanas e é importante para a obtencdo de
grande quantidade de material para estudo, assim como para a reposi¢éo da colonia.

Para a manutencao das colonias de dipteros no laboratorio, apds a 52 geracao, é
importante inserir insetos selvagens (coletados da natureza) dentro das gaiolas com as
moscas existentes. Isto se deve ao facto de que ap6s 5 geracBes, 0 cruzamento entre
parentes pode acarretar prejuizos para devido a erros genéticos transmitidos aos
descendentes. A contagem das geracOes inicia-se a partir da geracdo selvagem ou GO
(geracdo zero) que é aquela que vem da natureza como ovo e nasce no laboratério. A
geragdo que nasce da GO é chamada de G1 (primeira geracdo) e assim
consecutivamente. As moscas vivem cerca de 60 dias, a temperatura ambiente, sob
condigdes laboratoriais.

As larvas de C. vicina sdo muito resistentes ao frio, conseguindo sobreviver a
temperatura de -1 °C. Num simples ensaio, apos extracdo da NES, foram armazenadas
cerca de 280 larvas em 3° estadio em uma garrafa tipo PET, a temperatura de -1 °C,

onde verificou-se que as larvas ainda permaneciam viaveis apds dois meses
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armazenadas no frigorifico. As larvas, ao entrarem em contacto com a temperatura
ambiente, voltaram a movimentar-se, saindo do estado letargico em que se

encontravam.
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Ciclo Biologico de Calliphora vicina
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Fig. 6: Esquematizacdo do ciclo bioldgico de Calliphora vicina desde o ovo até a fase adulta e oviposicdo, com duracdo total de 27 dias.
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4.Discusséo

C. vicina adaptou-se bem a todas as condi¢des laboratoriais e resistiu a todas as
estaces do ano, facilitando o estabelecimento de coldnias e a sua manutencdo. O mesmo
foi observado com outras espécies de califorideo em paises frios ou tropicais, tais como
L. sericata, C. albiceps, C. megacephala e C. putoria (Sheram et al. 2007, Ferraz et al.
2011, Dallavecchia et al. 2015).

Santos et al. (1996) ao criarem larvas de C. megacephala observaram um pico de
abandono no terceiro dia, semelhante ao do presente estudo. Ja a duracdo entre a postura
e a eclosdao das larvas aumentou com a reducdo da temperatura, esse fato também foi
observado nos estudos feitos com C. vicina.

A longevidade total dos insetos criados no nosso laboratério ndo apresentou
diferenca da longevidade de C. megacephala criada por Dallavecchia et al. (2015),
mostrando duracdo média de 60 dias, 0 que é comum para os califorideos.

Ao longo das geracdes é indispensavel inserir novos individuos nas gaiolas, devido ao
cruzamento entre irmaos, o que pode ser visivelmente notado ap6s 5 geracdes em
laboratério. E percetivel a diferenca entre a primeira geragio e as subsequentes, havendo
uma diminuicdo no tamanho das larvas, pupas e, consequentemente no tamanho das
moscas, acarretando prejuizos a colénia.

A temperatura é fundamental para a manutencdo da maioria dos dipteros. Dias et al.
(2009), verificou que as larvas ndo passam para a fase pupar em temperaturas abaixo dos
16 °C. O mesmo n&o foi observado neste estudo, onde até a temperatura de 10 °C as
larvas conseguiam desenvolver-se até a fase adulta, porém, aumentando o tempo para

completar o seu ciclo de vida.
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Concluindo, C. vicina é uma espécie de califorideo ideal para ser utilizado em
alternativa a Lucilia sericata, atendendo a sua prolificidade e capacidade de adaptacédo a

condicdes laboratoriais.
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Capitulo I

Eficacia dos raios UV-C na esterilizacao da
superficie dos ovos de Calliphora vicina (Diptera:
Calliphoridae) para uso em terapia de

desbridamento por larvas.

I. Dallavecchia, L.D., Ricardo, E,. Aguiar, V.M., Silva, S.A., Rodrigues, A.G. 2019
Efficacy of UV-C ray sterilization of Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae) eggs
for use in maggot debridement therapy, Journal of Medical Entomology, 56:40-44

Resumo
31



A terapia de desbridamento de larvas (MDT - sigla em inglés para Maggot
Desbridement Therapy) é uma técnica simples de desbridamento de feridas. E um
tratamento natural licenciado pela Food and Drug Administration (FDA) e é cada vez
mais utilizado nos Estados Unidos e na Europa. Este tratamento é seguro quando as
larvas tém origem em estoques de ovos esterilizados em laboratério. Este estudo
descreve uma técnica simples e barata de descontaminacéo de ovos por radia¢cdo UV-C.
Atendendo a crescente exigéncia por larvas medicinais em hospitais ou centros médicos,
esta técnica é bastante Util uma vez que produz ovos livres de residuos quimicos e € de
facil manuseamento. Trés tratamentos (T1, T2, T3) envolvendo 3, 6 e 12 min. de
exposicdo aos raios ultravioleta (UV-C), respetivamente, foram comparados. A
esterilidade dos ovos foi avaliada por uma cultura de caldo tioglicolato, incubado a 32
°C £ 2,5 °C em condicdes aerobias até 14 dias. O tratamento T3 (12 min de exposicao)
apresentou resultados eficientes no processo de esterilizagdo por radiagdo UV-C. A
viabilidade larval foi de 57%, a viabilidade pupar foi de 54% e a emergéncia dos adultos
foi de 54%. A razdo sexual foi de 50%, dentro dos valores esperados. Ndo houve
alteragBes morfoldgicas nas moscas associadas ao tratamento com UV-C. Concluindo, a
esterilizacdo por raios UV-C € indicada para a obtencdo de larvas estéreis destinadas a
MDT.

Palavras-chave: descontaminacdo, esterilizacdo fisica, terapia com larvas, raios UV-C

1.Introducéo
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A resisténcia aos antibioticos € um problema global, sério e crescente. Pacientes
com feridas infetadas por bactérias resistentes apresentam alto risco de amputacdo ou
mesmo morte, especialmente se forem feridas associadas a doencas coexistentes, como
diabetes, grandes queimaduras e Ulceras de pressdo. Esses tratamentos séo
extremamente caros, em particular, devido aos longos periodos de hospitalizacéo
necessarios (WHO 2017). O desbridamento cirurgico da ferida infetada envolve a
remocdo mecanica de tecido desvitalizado sendo, por vezes, a Gnica opcdo disponivel,
uma vez que a preparacdo do leito da ferida requer a remogdo de tecidos necréticos
infetados com bactérias e / ou biofilme, expondo assim o tecido saudavel para receber o
tratamento mais adequado até a cura (Fowler e Van Rijswijk, 1995).

As larvas medicinais realizam um desbridamento bastante meticuloso, associado
ao seu processo de alimentacdo. O seu aparelho bucal tem ganchos que, durante a
alimentacdo, rasgam o tecido necrdético e libertam sucos digestivos contendo enzimas
proteoliticas, liquefazendo a ferida que é entdo sugada pelas larvas. Este processo é
capaz de eliminar pequenos fragmentos do tecido (incluindo 0ssos); as larvas realizam
uma espécie de microcirurgia, chegando a zonas da ferida onde nenhum outro
tratamento consegue (Nitsche et al. 2010). As enzimas e pequenos peptideos libertados
pelas larvas da mosca, tém forte acdo antimicrobiana e destroem as bactérias (Cerovsky
e Bém, 2014).

A MDT foi aprovada pela Food Drug Administration (FDA) em 2004 como uma
terapia alternativa para o desbridamento de feridas e desde entdo tem sido usada por
varios profissionais de saude como um tratamento de primeira linha (Teick e Myers
1986, Mumcuoglu et al. 2001, Sherman 2014, Nassori e Hoomand 2017). Inumeros
ensaios clinicos e pesquisas basicas foram publicados na literatura medica e cientifica

desde 1995 e foi desde esse ano também que as larvas medicinais passaram a ser
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produzidas nos EUA, em Israel e no Reino Unido. Até 2002, mais de uma ddzia de
laboratérios produziam kits com larvas medicinais, em 2011 estimou-se que 50.000 Kits
com larvas tenham sido produzidos por pelo menos 24 laboratorios e enviados para
mais de 30 paises. (Sherman et al. 2013)

Algumas espécies de moscas da familia Calliphoridae podem causar miiase
primaria, isto é, colocar ovos na pele saudavel, alimentando-se de tecido viavel, como
por exemplo, o género Cochliomyia. Ja na miiase secundéria, as moscas séo atraidas
pelo cheiro do tecido necrdético da ferida. MDT envolve a inser¢do intencional de larvas
com cerca 1 dia de vida (L1), previamente estéreis, em feridas dificeis de cicatrizar
(Guimaraes e Pavavero, 1999). Cada larva é capaz de remover 25 mg de material
necrético em até 24 h (Mumcuoglu et al. 2001). A espécie mais utilizada na MDT ¢é
Lucilia sericata (Meigen, 1826) (Baer 1931, Sherman 2003, Contreras et al. 2005), mas
outras espécies pertencentes a esta familia foram também utilizadas: Lucilia caesar
(Linnaeus,1758) (Baer 1931), Lucilia cuprina (Wiedemann, 1830) (Aaron et al. 2009),
Lucilia illustris (Meigen, 1826) (Leclercq 1990), Calliphora Vicina (Robineau
Desvoidy, 1830) (Teick e Myers 1986) e Phormia regina (Robineau-Desvoidy, 1830)
(Reames 1988).

C. vicina (Robineau-Desvoidy 1830) € uma espécie de mosca originaria da
regido holarctica, sendo muito comum em Portugal. E frequentemente encontrada em
areas urbanas (Smith 1986, Byrd e Castner 2010). Apresenta alta capacidade
reprodutiva de massa de ovos, desenvolve-se bem sob condig¢fes laboratoriais, &€ uma
mosca necrobiontdfoga, possuindo caracteristicas essenciais para uso em MDT.

Quando o médico-cirurgido William Baer (1931) comecgou a usar MDT para
limpar feridas, alguns dos seus doentes desenvolveram tétano. Ele concluiu que para

evitar isso 0s ovos das moscas precisavam ser esterilizados antes da eclosdo das larvas.
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Desde entdo, muitas metodologias tém sido utilizadas para esterilizacdo dos ovos, a
maioria das quais envolve o uso de hipoclorito de sddio, frequentemente associado ao
acido borico (Sherman et al. 2014).

Métodos alternativos de esterilizagdo, como por exemplo raios UV-C, tém sido
usados em diferentes setores como a industria alimentar (Ingram e Roberts 1980, Faria
2001). Para que a desinfecdo /esterilizagdo de um produto por raios UV seja eficiente,
deve-se ter em atengdo a intensidade de radiacdo, o tempo de contato com o0s
microrganismos, assim como o material a ser utilizado na embalagem.

Os raios ultravioletas dividem-se em diferentes comprimentos de onda e
tradicionalmente sdo apresentados como: UV-A - 315 e 400 nm, principal responsavel
pelo fotoenvelhecimento, afetando negativamente a elasticidade natural da pele e
agravando fotodermatoses, como o lUpus eritematoso e a erup¢do polimorfa a luz solar.
UV-B - 280 e 315 nm estimula a producdo da vitamina D3 (colecalciferol), envolvida no
metabolismo dsseo e no funcionamento do sistema imunol6gico no organismo. Também
interage diretamente com o DNA, produzindo mutacdes nos dimeros de pirimidina que
estdo associadas ao cancro da pele ndao-melanoma (carcinoma de células basais e
carcinoma de células escamosas). UV-C - 200 e 280 nm, pode causar mutacdes
genéticas, porém, a radiacdo é praticamente toda retida pela camada de ozono. UV-V
(vazio) - 100 e 200 nm, ¢é fortemente absorvido pela dgua e pelo ar, e s pode ser
transmitido no vacuo (Balogh et al.2010).

A camada de ozono absorve 100% da radiagdo UV-C, 90% da radiagcdo UV-B e
quase nada da radiacdo UV-A. Desse modo, para utilizar a radiagdo UV-C
adequadamente, sdo necessarias fontes artificiais como lampadas, usadas geralmente

para desinfecdo do ar, &gua ou superficies e esterilizacdo de certos materiais. Os raios
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UV-C sdo absorvidos por alguns materiais especificos, tais como polietileno,
polipropileno, polibutileno, etileno-acetato de vinilo, nylon e &lcool etileno-vinilico.

O processo de esterilizagdo dos ovos deve ser eficaz e ter uma razdo custo x
beneficio vantajosa em relagdo ao tempo gasto no procedimento. Os raios UV-C néo
deixam residuos, em comparagdo com a esterilizacdo feita por agentes quimicos, tais
como a formalina 5% e o hidroxido de sodio 1%, sulfito de sodio 2,5% acrescido de
formaldeido 2,5%, ortoftaldeido, fenol 3%, hipoclorito de sddio 0,5%, Glutaraldeido
2% (Simmons 1934, Mumcuoglu et al. 1999, Contreras et al. 2005, Sherman et al.
2007, Dallavecchia et al. 2014).

Os raios UV-C atuam de forma rapida, sendo eficientes e seguros; uma lampada
UV-C com 254 nm de comprimento de onda de luz tem atividade germicida. Os raios
UV-C possuem uma eficécia de radiacdo de cerca de 99,99% contra microrganismos em
geral, sendo altamente letais para bactérias, virus, fungos e protozoarios, requerendo
apenas alguns minutos para esterilizar os materiais (ICMSF, 1980).

O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia dos raios UV-C na esterilizagdo
da superficie de ovos de C. vicina, uma mosca abundante em Portugal, facil de criar em

laborat6rio e com potencial para uso em MDT.

2.Materiais e métodos
2.1.Coldnia de Dipteros

Uma coldnia de C. vicina, mantida no Laboratorio de Estudo de Dipteros do
Servico de Microbiologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade do Porto, foi utilizada. As moscas eram mantidas em trés gaiolas
diferentes, feitas a partir de material de polietileno (40 x 30 x 20), transparentes com

aberturas superiores e frontais para arejamento. Os insetos foram mantidos, numa sala
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com ventilagdo, a temperatura ambiente e com luz natural com fotoperiodo de 10 horas
dia e 14 horas noite; como o estudo foi realizado no periodo de inverno, as horas de luz

eram menores.

2.2.Comida e Substrato

A dieta larvar oferecida diariamente aos insetos adultos era baseada em hidratos
de carbono (mel diluido em &gua numa proporcdo de 1:2). Para a hidratacdo, eram
oferecidos 3 recipientes com 20 ml de agua (também trocada diariamente) por cada
gaiola contendo cerca de 100 individuos. Nos primeiros cinco dias ap6s o nascimento
da colédnia, foi oferecida uma dieta rica em proteina, moela de frango (Dallavecchia et
al. 2015) para induzir a maturacdo dos ovarios das fémeas. Esta dieta também foi

utilizada como substrato para as moscas depositarem 0s seus 0vos.

2.3.Colheita dos ovos

Para estimular a oviposicdo 12h antes do inicio de cada experiéncia, foram
colocadas 12g da dieta de moela de frango em cada gaiola (n = 3). Uma gaiola foi
selecionada e as massas dos ovos foram transferidas com a ajuda de uma pinga estéril
para uma placa de Petri contendo 1 ml de dgua destilada estéril para dissociar os ovos.
Desta massa, 90 ovos foram selecionados com o auxilio de um pincel humido estéril e
distribuidos para quatro caixas de polipropileno com trés divisorias internas (triplicado),
colocando-se em cada uma 30 ovos. Para cada tratamento com exposi¢éo aos raios UV-
C foi utilizada uma caixa de polipropileno e uma caixa como controlo, sem exposi¢do

aos raios UV-C (figural).
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Fig. 1: Ovos transferidos para caixas de polipropileno com 3 divisdes internas.

2.4. Tratamento de Esterilizacao

Foram realizados trés tratamentos: T1, T2, T3, nomeadamente em 3, 6 e 12 min
de exposicdo, respetivamente, e um controle sem exposi¢éo a radiagdo UV-C (25W -
comprimento de onda da lampada - 254 nm - Phillips), a uma distancia de 50 cm da
fonte luminosa. A distancia da fonte foi calculada segundo o ICMSF (1980), que
determina que para ser germicida, uma lampada de 50 W, deve estar posicionada a pelo

menos 1 m de um alvo, o que gera uma intensidade de 100 mW / cm? (figura 2).
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Fig. 2: Camara de Fluxo laminar com ldampada UV-C utilizada nas experiéncias.

Seguindo as normas da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2010) para produtos
solidos, foram separados trés ovos de cada tratamento e incubados em tubos contendo 5
mL de caldo tioglicolato (Oxoid Ltd, Reino Unido) para confirmar a eficicia da
esterilizacdo. Os tubos foram incubados a 32 °C % 2,5 °C em aerobiose, verificando-se
24h apds o inicio da incubacéo indicios de crescimento bacteriano; essa verificacao foi
repetida diariamente por um periodo de 14 dias. Todas as experiéncias foram
conduzidas numa cabine de seguranca bioldgica de classe tipo Il e os ensaios foram
realizados em triplicado.

Para avaliar a viabilidade das larvas, os restantes ovos (n = 27, por grupo)
esterilizados por radiacdo UV-C e o controle, foram transferidos para 30 g de dieta de
moela de frango na propor¢édo de 1 g de dieta por larva para avaliar o desenvolvimento

larvar. Os ensaios decorreram a temperatura ambiente.
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As larvas, ap6s abandonarem a dieta, foram pesadas individualmente em balanca
analitica. Os espécimes foram transferidos para tubos de ensaio (20 x 200 mm)
contendo 1 g de substrato estéril (feno) para pupariagdo e foram rotulados de acordo
com cada tratamento. As observagdes foram realizadas diariamente e sempre a mesma
hora - 12 h - até o nascimento dos insetos.

Para determinar que os raios UV-C ndo causaram danos aos insetos, 0s seguintes
parametros bioldgicos foram analisados: massa corporal; duracdo de desenvolvimento
larvar; anormalidade e razdo sexual (RS). A RS foi obtida da seguinte forma: RS = F /

M + F, onde F é o nUmero de fémeas e M é o niimero de machos.

3.Analise Estatistica

Os testes qui-quadrado e exato de Fisher foram usados para comprovar a
independéncia entre as variaveis qualitativas. Para a anélise do peso das larvas, testes
ndo paramétricos (Kruskal Wallis) foram escolhidos apds a hipétese de normalidade ter
sido rejeitada pelo teste de Shapiro-Wilk. Em todos os testes, foi considerado um nivel

de significancia de 0,005. A analise foi efetuada no programa R verséo 3.4.4.

4.Resultados

A eficacia do tratamento com raios UV-C foi comprovada pelo teste de
esterilidade indicado pela farmacopeica, utilizando caldo tioglicolato. Os tratamentos 1
e 2, com exposi¢cdo a radiagdo UV-C por 3 e 6 min., ndo foram eficazes, como
comprovado pelo teste de esterilidade microbioldgica (em triplicado); observou-se
turbidez nos tubos, indicando crescimento de microrganismos (figura 3-a e 3-b). O

tratamento 3, com exposicao a radiacdo UV-C por 12 min. mostrou-se eficaz uma vez
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gue ndo havia sinais de turbidez nos tubos tratados, indicando auséncia de crescimento

bacteriano (figura 3- c, 3-d e 3-e).

Fig. 3: Testes de esterilizagdo com caldo tioglicolato. Tubo (a) e (b), uma réplica do tratamento 1 e do
tratamento 2, respetivamente; tubos (c, d e e - 3 réplicas), expostos ao tratamento 3; tubo (f) contendo
apenas meio de cultura, para comparacdo de transparéncia do meio (controlo negativo).

Considerando a massa corporal das larvas, tanto o controle, T1 e T2
apresentaram uma meédia de 0,100 g para todas as larvas, sem variabilidade nestes
tratamentos. T3 apresentou um peso médio de 0,104 g e desvio-padrdo de 0,0143,
devido a quatro larvas que apresentaram pesos superiores (0,125 g, 0,135 g, 0,150 g e
0,175 g). Contudo, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (P = 0,01235) a diferenca
de peso das larvas nos diferentes tratamentos e controlo ndo foi estatisticamente
significativa.

O pico de abandono das larvas, de pupariacdo e de emergéncia dos adultos de C.
vicina nos trés diferentes tratamentos e controlo sdo mostrados na figura 4, onde nao
houve diferengas entre os tratamentos testados e o controle. O pico de abandono larvar
ocorreu no sexto dia apos a transferéncia dos ovos para a dieta. A pupariagdo ocorreu no

sétimo dia e 0 nascimento dos adultos no 20° dia.
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Fig. 4: Taxa de abandono (%) de larvas de Calliphora vicina na pupariacdo e nascimento nos trés
tratamentos e controle (27 larvas por repeticéo).
Controle = sem exposicdo aos raios UV-C; T1 = 3 min de exposicdo aos raios UV-C; T2 = 6 min de
exposicao aos raios UV-C e T3 = 12 min de exposi¢do aos raios UV-C.

De acordo com o teste qui-quadrado, comparando todos os tratamentos e o
controlo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (P = 0,3811) entre o nimero
de larvas que eclodiram e o nimero de larvas que se desenvolveram até a fase adulta (P

=0,3915) (tabela 1).

Tab. 1: Viabilidade larvar, pupar e de neo-larvas do adulto de Calliphora vicina apds exposicao aos raios
UVv-C

Tempo de N° de individuos % Viabilidades
Tratamento exposicado *Ovos Larvas Adultos Larvar Pupar Adultos
Controle s / exposicdo 81 42 41 52% 51% 51%
T1 3 minutos 81 46 45 57% 55% 55%
T2 6 minutos 81 35 35 43% 43% 43%
T3 12 minutos 81 46 44 57% 54% 54%
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Quanto ao sexo dos individuos, os resultados (tabela 2) mostram mais
nascimentos de machos no controlo e no tratamento T2, enquanto nos tratamentos T1 e
T3 o0s nascimentos foram semelhantes para ambos os sexos. No entanto, excluindo
valores de ndo nascidos (NN) e utilizando o teste de qui-quadrado, de acordo com o
valor de P obtido (P = 0,5814), as propor¢fes sexuais encontradas nos trés tratamentos e
no controlo ndo diferiram do esperado. Podemos assim concluir que o nimero de

adultos que nasceram em cada grupo ndo foi afetado pela radiagdo UV-C.

Tab. 2: Parametros biologicos detalhados de ovos que eclodiram ap6s a incubacdo na dieta e
desenvolvimento apds a esterilizagdo com radia¢do UV-C.

No. Individuos % % Normalidade
Tratamento por réplicas Total NN individuos Razdo Normais  Anormais
Rl R2 R3 M F sexual
Controle 18 12 12 42 1 63 37 0,37 40 1
T1 24 16 6 46 1 51 49 0,49 45 0
T2 11 4 20 35 0 57 43 0,43 34 1
T3 11 23 12 46 2 50 50 0,50 43 1

Nota: Cada réplica tinha o valor inicial de 27 larvas, Controlo = sem exposi¢éo aos raios UV-C, T1 = 3
minutos de exposicéo aos raios UV-C, T2 = 6 minutos de exposi¢do aos raios UV-C, T3 = 12 minutos de
exposicao aos raios UV-C, NN = néo nascido.

* * A razdo sexual (SR) foi obtida da seguinte forma: SR =F /M + F, onde F é o nimero de fémeas e M
0 nimero de machos.

Todos os adultos (100%) submetidos ao T1 eram normais, ou seja, ndo
apresentaram deformidades morfoldgicas; nos T2, T3 e controlo, verificou-se um
pequeno numero de individuos com deformidades morfoldgicas (auséncia de perna, asa
quebrada). Usando o teste exato de Fisher (P = 0,7075), concluiu-se que ndo houve

diferenca estatisticamente significativa.
5.Discussao
A superficie dos ovos das moscas depositados na natureza encontra-se

extremamente contaminada, ja que as fémeas ovipositam em dietas/tecidos em estado de
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putrefacdo. As moscas sdo atraidas por matéria organica em decomposi¢do para ovipor
0S seus ovos, e para se alimentar de proteina. Também é importante para o
desenvolvimento dos ovérios das fémeas ap0s o nascimento. (Sherman, 2000, Ferraz et
al. 2014, Dallavecchia et al. 2014). Laboratorios com salas livres de germes ja séo
adotadas em alguns paises para que as moscas ovipositem ovos livres de contaminacao
(Sherman, 2000), porém, essa tecnologia requer recursos financeiros consideraveis para

produzir larvas medicinais estéreis.

Limsopatham et al. (2017) testaram trés agentes quimicos para esterilizar ovos
de Chrysomya megacephala e Lucilia cuprina obtendo sucesso no processo de
esterilizacdo. No entanto, durante a eclosdo das larvas, verificaram haver contaminacéo;
segundo os autores, isto deve-se provavelmente a transferéncia dos ovos para o meio de
cultura ou, devido ao fato dos ovos de L. cuprina, (confirmado em microscépia de
varrimento) apresentarem sulcos onde os detergentes ndo podem alcancar. No caso da
esterilizacdo UV-C, esse fendbmeno ndo ocorre, pois os raios UV-C atuam sobre a
parede dos ovos uniformemente, eliminando todos os microrganismos; este fato foi

comprovado pelo teste de esterilidade em caldo tioglicolato.

Masri et al. (2005) dissociaram o0s ovos de L. cuprina com clorexidina e depois
esterilizaram com raios UV-C (comprimento de onda de 190 nm) a cada intervalo de 1
min., até 10 min. Segundo os autores, a esterilizacao foi eficaz entre 7 e 10 minutos de
exposicdo. No presente estudo a dissociagdo dos ovos foi feita com agua ultrapura e o
periodo de tempo efetivo para a esterilizacdo foi mais longo - 12 minutos de exposi¢do
aos raios UV-C (comprimento de onda de 254 nm). Essa diferenga pode estar
relacionada com o fato de que a clorexidina é por si s6 um desinfetante, enquanto a agua

néo interfere com a carga microbiana dos ovos.
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A massa corporal das larvas ndo variou significativamente nos tratamentos
realizados (exceto em T3). Esta homogeneidade no peso das larvas esta relacionada com
a dieta moela de frango. Em uma experiéncia anterior (Dallavecchia et al. 2015), ao
comparar duas dietas (carne bovina e moela de frango) observaram o mesmo padrdo de

homogeneidade.

A taxa de abandono néo variou; larvas, pupas e nascimento de adultos atingiram
0 pico no mesmo dia em todos os tratamentos (6, 7 e 20 respetivamente). O mesmo foi
observado no trabalho de Dallavecchia et al. (2014), em que os ovos de Chrysomya
putoria foram esterilizados com glutaraldeido a 2%. Esta constancia no
desenvolvimento de insetos também pode estar relacionada com a dieta de moela de

frango, sendo vantajoso para a producdo em larga escala.

Nos ensaios efetuados, a taxa de ecloséo larvar foi maior do que 40%, ao
contrario de Masri et al. (2005), que apresentaram uma viabilidade de 14 a 16%. Os
autores afirmaram que os raios UV-C podem ter destruido os embrifes dentro dos ovos;
entretanto, a clorexidina usada pode ter sido responsavel pelo ressecamento da

superficie dos ovos, impedindo que as larvas eclodissem.

De acordo com testes qui-quadrado e exato de Fisher (1930), uma populacao s6
mostra estabilidade quando a RS é de 1: 1, ou seja, 50% de machos e 50% de fémeas.
Neste estudo, a razdo sexual dos individuos testados nos trés tratamentos com a
radiacdo UV-C e o controlo indicaram estabilidade populacional. Ainda de acordo com
Fisher, um desvio nesta RS nédo é evolutivamente favoravel, porque aumentos graduais
ocorrerdo nas geracdes futuras, em relagdo a proporcdo do sexo observada em menor
nimero. A maioria dos clinicos que utilizam a terapia larvar, adquire as larvas

medicinais de grandes laboratdrios (van Der Plas et al. 2009); aqueles que fazem as suas
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proprias producfes ndo costumam descrever pardmetros bioldgicos de suas moscas,

como massa, RS ou viabilidade.

Apenas T1 produziu 100% dos individuos adultos normais (T2, T3, e controlo =
99%), no entanto, a diferenca nao foi estatisticamente significativa. Ferraz et al. (2014),
testaram diferentes concentracfes do antibiotico ciprofloxacina no desenvolvimento de
C. putoria (Diptera: Calliphoridae) e apresentaram 100% de normalidade para o
controlo, T1 = 96%, T2 = 98% e T3 = 99%, semelhante aos valores encontrados no
presente estudo. A saida do adulto da pupa acontece através de uma alternancia entre
dilatacdo e contracdo do liquido de ptilinum, localizado na cabeca, que quebra o
pupario, permitindo o deslocamento da pupa para fora (Smith 1986, Gennard 2007).
Durante esta fase, algumas moscas ndo conseguem completar este processo sem perda
de material. Este fato pode explicar as anormalidades mencionadas (duas moscas com
uma asa quebrada e outra sem perna), retirando a hipotese de tal resultar de efeitos

mutagénicos pela acdo dos raios UV-C.

A esterilizacdo por raios UV-C é amplamente utilizada na industria alimentar
(Ingram e Roberts 1980, Faria, 2001) para desinfetar varios tipos de produtos e seus
recipientes. Também tem sido utilizada para inativar ovos de insetos parasitas
(Brownell et al. 2006). E um método eficiente de esterilizacdo, no entanto, é necessario
0 uso de material especifico que absorva os raios UV-C assim como o controlo do

periodo de tempo ideal para esterilizar os ovos das moscas.

A esterilizagdo da superficie dos ovos de C. vicina, utilizando raios UV-C
demonstrou ser um método véalido e eficiente. Este processo fisico de esterilizacdo
apresentou Vvarias vantagens, nomeadamente os baixos custos operacionais, ndo deixou

residuos quimicos nos ovos das moscas, € rapido e este fato pode vir a atender a
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crescente demanda de producdo em larga escala de larvas para estudos, tanto das

excrecoes e secregdes das larvas, assim como para a terapia larvar.
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Capitulo IV

Atividade antibacteriana e antifungica das

excrecoes e secrecdes de Calliphora vicina.

Il. Dallavecchia, L.D., Ricardo, E., Silva, A.S., Rodrigues, A.G. 2020 Antibacterial and
antifungal activity of excretions and secretions of Calliphora vicina, Medical and

Veterinary Entomology, doi: 10.1111/mve.12486



Resumo

Bactérias resistentes a antibioticos representam uma grande ameaca a saude global no
século 21, exigindo uma resposta rapida, barata e eficaz das autoridades de salde
pablica. Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana de excreces / secre¢@es nativas
(NES) produzidas por larvas de terceiro instar (3 dias de idade) de Calliphora vicina
usando um protocolo adaptado do Instituto de Padrbes Laboratoriais Clinicos (CLSI).
Os microrganismos testados foram: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus e o fungo Candida albicans. Ap6s o periodo de incubacdo, as
suspensOes foram diluidas e espalhadas em placas de &gar nutriente para contagem das
unidades formadoras de colonias. Foi também realizado um ensaio turbidimétrico para
testar a acdo da NES de C. vicina sobre Staphylococcus aureus, uma espécie bacteriana
muito comum, com enorme capacidade de adaptacdo e resisténcia, sendo uma das
bactérias de importancia médica que mais causa infegdes hospitalares e comunitérias no
mundo. De acordo com nossos resultados, a NES de C. vicina exibe atividade
antimicrobiana em diferentes diluicGes, sendo mais eficaz sobre as bactérias gram-
negativas E. coli e K. pneumoniae.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, larvas de califorideos, excrecbes / secrecdes

nativas (NES), antibiéticos naturais.
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1.Introdugéo

A resisténcia aos antibioticos € uma das ameacas globais mais graves. De acordo
com um estudo de 2016, cerca de 700.000 pessoas morrem a cada ano de infecdes
causadas por bactérias resistentes aos antibioticos. Os especialistas preveem que este
namero poderd aumentar para 10 milhdes de mortes por ano até 2050 (O'Neill, 2016).
Apesar da resisténcia bacteriana fazer parte do mecanismo natural de sobrevivéncia
relacionado a evolugdo das bactérias, o uso indiscriminado de antibi6ticos tém acelerado

esse mecanismo de acdo, criando microrganismos multirresistentes.

Muitas drogas como aspirina, codeina, quinina e penicilina sdo feitas de
compostos naturais, como plantas, microrganismos e organismos marinhos, entre
outros. Extratos feitos de insetos, como abelhas, vespas, formigas, moscas, borboletas,
mariposas, baratas, besouros, etc., ttm sido usados como remédios populares, agindo
como antialérgico, anti-inflamatorio, analgésico, antimicrobiano, antiviral e até contra

células cancerigenas (Ratcliffe et al. 2011).

Chernysh et al. (2015) realizaram um estudo para comparar o desenvolvimento
da resisténcia de bactérias tratadas com antibidticos convencionais e com
antimicrobianos derivados de insetos, nomeadamente Diptera, ao longo de multiplas
geracOes. Os autores observaram que ja nas geracdes iniciais, as bactérias tratadas com
antibidticos convencionais adquiriram resisténcia, 0 mesmo ndo foi observado com o
tratamento feito com antimicrobianos derivados de insetos. Isso mostra que 0s
antimicrobianos de insetos sdo uma alternativa eficiente para a criagdo de novos

antibioticos no futuro.

Moscas da familia Calliphoridae s@o necréfagas e, devido aos seus habitos

alimentares e por serem decompositores naturais de matéria organica, ao longo de seu
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ciclo bioldgico, entram em contacto com varios patdgenos. Este contato, ao longo da
evolucdo, deve ser o principal motivo para o desenvolvimento de um sistema
imunologico com alta eficiéncia contra numerosos microrganismos, dando aos
califorideos a capacidade de produzir e secretar substancias antimicrobianas potentes,
com elevado potencial para o desenvolvimento da uma medicina natural (Yakovleva et

al. 2019).

As excrecOes e secrecOes de larvas de moscas sdo ricas em compostos naturais
com numerosos metabdlitos de baixo peso molecular com atividade reconhecida contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Elas também tém em sua composi¢do
proteinas como a serina protéase (semelhante a tripsina e quimiotripsina), além de

outros componentes desconhecidos (Diaz-Roa et al. 2014).

Alguns estudos descobriram que a excrecdo e secre¢fes de larvas de mosca
nativa (NES) sdo divididas em fracGes moleculares ou pequenas particulas de defesa
chamadas peptideos antimicrobianos (AMPs). Contudo, para extrair esses compostos
para uso de antibidticos, € necessario o uso de ultrafiltracdo ou separadores moleculares,
que sdo protocolos relativamente complicados, além de aumentar os custos da producéo
devido ao uso de dispositivos e reagentes caros (Bexfield et al. 2008; Chernysh et al.

2015; Evans et al. 2015).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana da
NES de Calliphora vicina (Robineau — Desvoidy 1830) (Diptera: Calliphoridae) em seu
estado puro (sem fracionamento ou qualquer separacdo de seus componentes) sobre as
bacterias Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e a levedura
Candida albicans, principais microrganismos encontrados nas feridas de pacientes

tratados com a terapia larval.
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2.Material e Métodos

2.1.Larvas

As larvas utilizadas neste estudo sao originarias da coldnia estoque de C. vicina,
criadas no Laboratério de Estudos de Dipteros da Divisdo de Microbiologia,
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto, de
acordo com metodologia desenvolvida por Dallavecchia et al. (2019). Larvas de terceiro

instar de primeira e segunda geracdo de moscas nascidas em laboratdrio foram usadas.

2.2.Producdo de excrecdes / secrecdes nativas (NES).

Apbs as larvas eclodirem, estas foram alimentadas com moela de frango e
mantidas em temperatura ambiente até atingirem o terceiro instar (3 dias de idade)
(Dallavecchia et al. 2015). Em seguida, as larvas foram transferidas para um recipiente
contendo &gua fria (4 °C) com o objetivo de reduzir os seus movimentos para poder
pesa-las em uma balanca semi-analitica.

Posteriormente, o excesso de agua foi drenado e as larvas foram colocadas em
placas de Petri com discos de papel-filtro até a secagem completa. Em seguida, uma
massa conhecida de larvas (100 g) foi colocada em um tubo cénico de centrifuga de
50mL contendo um volume de agua ultrapura Milli-Q® (Milli-Q® UPW; Merck,
Darmstadt, Alemanha) equivalente a 100 uL por grama de larva e foi incubado a 37 °C
por 1 h. O sobrenadante, contendo a NES produzida, foi entdo coletado e transferido
para tubos de micro-centrifuga de 1000 uL, centrifugados a 12.000 g por 10 min a 4 °C,
com o objetivo de separar os detritos e o material insoltvel. O restante do sobrenadante
foi esterilizado por filtragdo através de um filtro de membrana com poro de 0,22 um.

Para verificar se havia contaminagdo, uma aliquota de 50 uL da amostra foi

espalhada em uma placa com Mueller-Hinton Agar (MHA, Liofilchem, Roseto degli
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Abruzzi (Te), Italia), em seguida a placa foi incubada por 24 h a 37 °C, apds o periodo
de incubacéo as placas foram analisadas quanto ao crescimento de coldnias bacterianas.
O pH da NES foi determinado (medidor de pH Consort C860, Turnhout, Bélgica) e a
concentracdo de proteina foi quantificada usando o kit BCA (Protein Assay Reagent,
Pierce, Thermo Scientific, Rockford, Illinois, EUA). As amostras de NES foram

armazenadas a -20 °C até a sua utilizacéo.

2.3.Microorganismos

Os microrganismos testados foram trés espécies de bactérias e um fungo. As
cepas do tipo E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 29213 foram obtidas da American
Type Culture Collection (ATCC) e a cepa K. pneumoniae LM1102, assim como a
levedura C. albicans LMO026, ambos isolados clinicos, foram obtidas da colecdo
depositada na Divisdo de Microbiologia do Departamento de Patologia, Faculdade de

Medicina da Universidade do Porto.

2.4.Ensaios antimicrobianos
2.4.1.Ensaio de unidades formadoras de colonias

Dois protocolos foram adaptados para a preparacao dos microrganismos: M07-A9
para bactérias e M27-A3 mais o suplemento M27-S4 para as leveduras, de acordo com
0 Instituto de Padrdes Laboratoriais Clinicos (CLSI). Resumidamente, as bactérias
foram cultivadas em Agar Triptona de Soja (TSA; Liofilchem, Roseto degli Abruzzi
(Te), Italia) e as leveduras em Agar Sabouraud (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi (Te),
Italia),e em seguida foram incubadas a 37 °C por 24 h.

Para cada microrganismo, de acordo com o0s protocolos citados acima, as coldnias

isoladas foram selecionadas e uma suspensdo foi preparada na escala de densidade 0,5

53



McFarland (densidade celular aproximada de 1 x 10® UFC / mL). A suspensdo
microbiana foi preparada com um inéculo de tamanho 1 x 10° UFC / mL para bactérias
e 1 x 10° UFC / mL para C. albicans.

A NES com concentracdo de proteina de 306,45 pg / mL foi diluida serialmente
em 50%. A concentracdo usada nos ensaios com bactérias foi diluida dez vezes (1/2 a
1/1024) e para C. albicans nove vezes (1/2 a 1/512). Cem microlitros de cada diluicdo
de NES e 100 pL de in6culo microbiano foram misturados em uma microplaca de 96
pocos, em triplicata. As microplacas foram incubadas a 37 °C e os resultados foram
lidos apos 24 h. Apos o periodo de incubagdo, 50 pL da cultura de cada pogo foi
semeado em MHA para bactérias ou em Sabouraud Agar para C. albicans, em triplicata,
e incubado a 37 °C. A unidade formadora de col6nia (UFC) foi contada apds 24 h de
incubacéo.
2.4.2.Ensaio turbidimétrico

O ensaio turbidimétrico foi adaptado de Thomas et al. (1999). As cepas
bacterianas foram incubadas em 10 mL de caldo de triptona soja (TSB; Merck,
Darmstadt, Alemanha) durante a noite a 37 °C com agitacdo (150 rpm). Posteriormente,
100 pL de indculo foram transferidos para 5 mL de meio TSB e incubados novamente a
37 °C com agitacdo (150 rpm), até a densidade 6tica alcancar o valor de 0,200 - 0,250
com comprimento de onda de 600 nm (fase exponencial).

Em uma microplaca de poliestireno de 96 pocos, 20 puL de indculo bacteriano
foram incubados com 180 uL de NES (concentracdo de proteina equivalente a 306,45
ug / mL), perfazendo um volume final de 200 uL. em cada poco. Dois controles foram
usados: para o controlo positivo, 20 pL de indculo bacteriano foram incubados com 180
uL de agua esteéril ultrapura Milli-Q® (substituindo a NES); para o controlo negativo,

180 uL de NES foram incubados com 20 pL. de TSB.
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A microplaca de NES foi lida por um leitor de ELISA Tecan Sunrise (Infinite
200, Tecan Trading AG, Suica) com comprimento de onda de 600 nm, a cada hora, por
7 horas seguidas e apds 24 horas de incubacéo a 37 °C. O leitor agitou as placas por 5 s

antes de cada leitura. Os ensaios foram realizados em triplicado.

3.Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o software R, verséo 1.2.1335
(RStudio versdo 1.2.1335). O teste paramétrico Shapiro-Wilk foi usado para testar a
suposicao de normalidade. O teste de Kruskal-Wallis (teste ndo paramétrico) foi usado
em relacdo a contagem de UFC e para o ensaio turbidimétrico. Em todos os testes
usados, o nivel de significancia considerado foi P<0,05. As experiéncias foram
realizadas em triplicata; os dados sdo expressos como aritmética média £ erro padrdo da
média (SEM).
4.Resultados
4.1.Caracteristicas NES

A NES extraida de larvas de C. vicina tinha uma concentracdo de proteina de
306,45 pg / mL e um pH de 8,05.
4.2.Actividade antimicrobiana

De acordo com a contagem de UFC, todas as diluicbes de NES (1/2 a 1/1024)
mostraram inibicdo do crescimento bacteriano das bactérias gram-negativas E. coli e K.
pneumoniae. O fungo C. albicans também sofreu inibicdo em todas as diluicdes de NES
testadas (1/2 a 1/512). Analisando as diferentes diluigbes, nenhuma diferenca
significativa foi observada (P>0,05) para os microrganismos avaliados.

A Figura-1la mostra a inibicéo percentual de até 91% (n = 3) do crescimento de E.

coli nas dilui¢Ges de 1/64, 1/128 e 1/1024 em comparag¢do com o controlo positivo. As
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outras dilui¢Ges tiveram uma inibi¢cdo média que variou entre 61 e 90% (n = 3). Para K.
pneumoniae, uma inibicdo de 100% (n = 3) do crescimento bacteriano foi observada
com a diluicdo de 1/2, seguida por 97% (n = 3) com a diluig&o de 1/4 e acima de 80% (n
= 3) para as diluicOes de 1/64 e 1/1024 (figura- 1b).

O crescimento do fungo C. albicans incubado com NES pode ser visto na figura-
1c, onde 81% (n = 3) dos microrganismos foram inibidos com a diluicdo de 1/64.
Inibicdo inferior (17%, n = 3) foi observada com a diluicdo 1/8. Todas as demais

diluicdes apresentaram uma reducdo acima de 50% do crescimento microbiano.
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C. albicans LM026 c
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Fig. 1. Atividade antimicrobiana de excrecfes e secrecBes nativas da mosca Calliphora vicina
determinado pela contagem de UFC de cepas bacterianas de (A) Escherichia coli, (B) Klebsiella
pneumoniae e a levedura (C) Candida albicans. As contagens de UFC s8o apresentadas como valores
médios (n = 3) de cada concentracdo obtida pela raz&o entre o crescimento do controlo positivo (sem
NES) / crescimento bacteriano na presenca de NES. As barras de erro indicam o desvio padréo (P <0,05).

Em estudos anteriores (dados ndo publicados), observamos que a NES de C.
vicina tem pouco efeito sobre S. aureus, uma espécie patogénica que causa grande
preocupacao aos profissionais de saide. Devido a quantidade limitada de amostras de
NES disponiveis, decidimos realizar um teste turbidimétrico para observar o
crescimento de S. aureus com uma alta quantidade de NES em relacdo ao in6culo (180
uL de NES incubados com 20 pL de indculo). A NES foi capaz de inibir esta espécie
por até 4 h, onde pdde ser visto, através da curva de crescimento, que o poder de acdo

antibacteriano da NES diminuiu com o tempo (figura 2).
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Fig. 2. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 29213 na presenca de excrecBes e
secre¢Bes nativas da mosca Calliphora vicina (concentragdo de proteina de 306,45 pg / mL) em
comparacdo com o controle (sem NES). Os valores da OD600 nm s&o apresentados como valores médios
(n = 3) e a curva de crescimento foi calculada pela razdo de crescimento do controlo positivo /
crescimento bacteriano (OD2 / OD1) e as barras de erro indicam o desvio padréo.

5.Discusséo

Em nosso estudo, todas as diluicbes de NES pura de C. vicina mostraram
atividade antimicrobiana sobre E. coli, K. pneumoniae e C. albicans. Variagcdes nos
resultados foram relatadas por varios autores (Barnes et al. 2010; Ratcliffe et al. 2011;
Ratcliffe et al. 2015) e talvez os motivos sejam fatores abi6ticos como dieta alimentar,
estresse provocado pelas condi¢fes de laboratério (temperatura e umidade), método de
extracdo da NES, diferentes diluentes utilizados ou devido a perda de atividade da NES
pelo contaminante bacteriano LPS (lipopolissacarideos).

Ratcliffe et al. (2015) relataram ter observado reducdo no crescimento de E. coli
testando a NES de trés espécies de Calliphoridae (Chrysomya megacephala, C. albiceps
e C. putoria). Em contraste, Thomas et al. (1999) ao incubarem a NES de Lucilia
sericata com E. coli perceberam que a populacdo bacteriana, além de ndo sofrer
reducdo, parece ter utilizado a NES como substrato para aumentar sua populacdo

microbiana. Ja Chernysh et al. (2015) ao analisarem peptideos antimicrobianos de NES
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fraccionada de C. vicina contra E. coli observaram alta inibicdo desta cepa,
corroborando com os resultados encontrados em nossos estudos.

A NES pura de C. vicina também agiu de forma eficiente sobre K. pneumoniae.
Resultados semelhantes foram encontrados por Bexfield et al. (2008), quando os autores
usaram NES ultrafiltrada (moléculas <500 daltons) de L. sericata, no entanto, no
mesmo estudo, eles observaram que a NES pura desta espécie ndo era tdo eficiente
qguando comparada ao ultrafiltrado.

Quanto a atividade antifungica, as diluicdes de NES menos concentradas (1/64 a
1/512) foram mais eficazes quando comparadas com as diluicdes de NES mais
concentradas (1/2 a 1/8). Evans et al. (2015) também testaram a a¢do da NES pura de L.
sericata e a NES faccionada (> 10 kDa, 10-0,5 kDa e <0,5 kDa), onde encontraram
atividade antifungica significativa da NES pura e somente na menor fracdo de NES
(<0,5 kDa).

Esses resultados e os resultados de estudos anteriores mostram que ambos as
formas de usar a NES, pura ou faccionada tém eficiéncia antimicrobiana com potenciais
de acdo semelhantes. A NES Pura é mais simples, rapida e barata de produzir quando
comparada a NES faccionada que exige tempo de preparacdo em Seu processo,
adicionalmente precisa ainda de equipamentos e reagentes. Nos casos em que grandes
quantidades de antimicrobianos sdo necessarios, como nos casos de epidemia ou para
utilizacdo em locais com dificil acesso a equipamentos de laboratorio, é essencial que
um antimicrobiano seja simples e rapido de se produzir. (Thomas et al. 1999, Bexfield
et al. 2004, Bexfield et al. 2008, Barnes et al. 2010).

Chaiwong et al. (2016), analisando a NES de Chrysomya incubada com S. aureus
ndo observaram inibicdo do crescimento microbiano, mas ao contrario, houve inducgéo

do crescimento. Ratcliffe et al. (2015) analisando trés espécies de Chrysomya,
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observaram que houve uma reducgédo no crescimento de S. aureus. Masiero et al. (2017),
testaram a NES de Cochliomyia macellaria e observaram inibi¢do de S. aureus apenas
durante as primeiras 2 h, resultado semelhante foi observado em nosso estudo, onde S.
aureus foi inibido pela NES de C. vicina por até 4 h. Por outro lado, a NES de L.
sericata tem mostrado ser mais eficiente na reducdo de S. aureus, incluindo S. aureus
resistente a meticilina (MRSA).

Essa contradi¢do nos resultados também foi observada por Barnes et al. (2010)
que afirmaram que as causas podem ser diversas, variando de diferentes técnicas
experimentais, tamanho dos indculos bacterianos, bem como diferentes protocolos e
diluentes usados na extracdo de NES. Outra hipGtese seria a apresentada por Chernysh
et al. (2015) que fracionaram a NES de C. vicina em 53 partes de peptideos
antimicrobianos e descobriram que 19 dessas partes foram responsaveis por uma
resposta especifica a um determinado microrganismo. Essas respostas especificas
acontecem quando insetos entram em contacto com patdgenos ao longo de suas vidas e
adquirem infecdes, criando defesas naturais que se desenvolvem e se acumulam na
hemolinfa, produzindo AMPs complexos de defesa. Esses complexos abrangem todas
as familias principais de AMPs de insetos, como defensinas, cecropinas, diptericinas,
peptideos ricos em prolina e peptideos antivirais alloferon.

Em conclusdo, a NES de C. vicina apresenta elevado nivel de atividade
antimicrobiana sobre bactérias gram-negativas como E. coli e K. pneumoniae, atividade
moderada sobre C. albicans e atividade de curta duragdo sobre a bactéria gram-positiva,
como S. aureus. Portanto, a NES de C. vicina pode ser considerada como um potencial

antibiotico natural simples e barato de fabricar.
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Capitulo V

Atividade antifungica de Calliphora vicina
(Diptera: Calliphoridae) contra Candida glabrata,

C. albicans e C. parapsilosis.

lll. Dallavecchia, L.D., Ricardo, E., Silva-Filho, R.G., Silva, A.S., Rodrigues, A.G. 2020
Atividade antifungica de Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae) contra Candida glabrata,
C. albicans e C. parapsilosis, Brazilian Journal of animal and Environment Research

(enviado).
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Resumo

As excrecdes e secrecOes de larvas de moscas tém sido muito estudadas quanto as suas
propriedades antimicrobianas contra bactérias gram positivas e gram negativas, porém,
existem poucos estudos relatando a atividade antifdngica das larvas. Deste modo, o
objetivo deste estudo foi analisar a acdo antiflngica das excrecdes e secrecdes de larvas
nativas (NES) de Calliphora vicina sobre 3 espécies de fungos: Candida glabrata, C.
albicans e C. parapsilosis, através da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
e da Concentracdo Fungicida Minima seguida da contagem das unidades formadoras de
colonias. A NES de C. vicina exibiu atividade antifungica eficiente sobre Candida
glabrata, uma espécie de fungo com alto indice de resisténcia, pouca atividade sobre C.
albicans e nenhuma atividade sobre C. parapsilosis.

Palavras-chave: atividade antifungica, Calliphora vicina, antibidticos naturais,

extracao de excregéo / secrecéo, teste de sensibilidade aos antimicrobianos.
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1.Introdugéo

InfecBes fungicas, nomeadamente, provocadas pelo género Candida, afetam
essencialmente individuos com o sistema imunoldgico comprometido, sdo geralmente,
de evolucgdo lenta e podem afetar diversas &reas do corpo, atuando de forma sistémica
ou apenas numa area, como uma infecdo localizada. Em todo o mundo, o género
Candida é o isolado com maior frequéncia (70-90%) nos hospitais (Matilde et al. 2014)

Os fungos possuem cerca de 150 espécies, dentre estas, apenas 5 sdo
responsaveis pela maior parte das infecdes fungicas sistémicas detetadas: Candida
albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei. O aumento de infe¢des
fangicas tem vindo a levantar questdes sobre se esta situacdo ndo poderd estar
relacionada com o uso abusivo de azoles. Na Europa, por exemplo, 14% das infecGes
fangicas sdo causadas por C. glabrata, sendo que esta apresenta maior taxa de
mortalidade quando comparada com C. albicans (Pfaller et al. 2010).

Para além disso, atualmente Candida auris, é considerado o fungo mais
infecioso e letal do mundo. Deste modo torna-se crucial lancar a luz da ciéncia novas
alternativas aos antifungicos existentes.

As excrecOes e secrecdes de larvas nativas (NES) sdo capazes de matar
bactérias, fungos e até virus (Bexfield et al. 2004, Evans et al. 2015, Mohammad et al.
2019). Porém, embora existam muitos estudos publicados relatando a atividade
antimicrobiana da NES sobre bactérias (Bexfield et al. 2008, Barnes et al. 2010,
Dallavecchia et al. 2020) ainda h& poucos estudos sobre sua atividade em relacdo aos
fungos (Evans et al. 2015).

O objetivo do presente trabalho foi testar a atividade antifungica da NES de

Calliphora vicina (Robineau — Desvoidy 1830) (Diptera: Calliphoridae) através da
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determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Fungicida

Minima (CFM) sobre os fungos C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis.

2.Material e Métodos
2.1.Larvas

As larvas utilizadas nesta experiéncia sdo originarias de moscas capturadas no
centro da cidade do Porto, Portugal (latitude: 41.146484, longitude: -8.599921). A
coldnia estoque de C. vicina foi criada no Laboratério de Estudo de Dipteros (LED) no
Servigo de Microbiologia, Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade do Porto, de acordo com a metodologia desenvolvida por Dallavecchia et
al. (2014). Foram utilizadas larvas de terceiro instar da primeira e segunda geracao de

moscas nascidas em laboratério.

2.2.Producéo de excrecdo / secrecdo nativa (NES)

As larvas em terceiro instar (3 dias de idade) foram transferidas para um
recipiente contendo agua gelada (4 °C) com o objetivo de deixa-las imoveis para evitar
fuga enquanto eram pesadas em uma balanga semi-analitica. Para retirar o excesso de
agua das larvas, foram utilizadas placas de Petri com discos de papel de filtro, onde as
larvas ficavam por cerca de 5 min até remover 0 excesso de agua. Em seguida, uma
massa conhecida de larvas (100 g) foi colocada num tubo contendo um volume
equivalente a 100 puL de agua ultrapura estéril Milli-Q® por grama de larvas. O tubo
contendo as larvas foi incubado a 37 °C por 1 h no escuro. A NES foi entéo recolhida e
transferida para tubos eppendorf de 2 mL, foi centrifugada a 12.000 g a 4 °C por 10
min., para separar e sedimentar o material particulado. O sobrenadante foi removido e

filtrado através de um filtro de membrana com poros de 0,22 um (figura 1).
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Fig. 1: a) Larvas em 3° instar, b) Pesagem das larvas com 4gua gelada, c) Remocgdo do excesso de agua,
d) Larvas a secar em papel de filtro, ) Tubos conicos com larvas em 3° instar preparadas para incubacéo,
f) Tubos de 2ml com NES filtrada.

Para verificar se havia contaminacdo da NES filtrada, uma aliquota de 50 pL
foi espalhada numa placa de Mueller-Hinton agar (MHA, Liofilchem, Roseto degli
Abruzzi (Te), Italia) e incubada por 24 h a 37 °C; ap6s o periodo de incubacdo, as pla-
cas foram analisadas quanto ao crescimento de col6nias. O pH da NES foi determinado
(medidor de pH Consort C860, Turnhout, Bélgica) e a concentragdo de proteina quanti-
ficada usando o kit BCA (Protein Assay Reagent, Pierce, Thermo Scientific-USA). A

NES foi armazenada a -20 °C até o seu uso.

2.3.Microorganismos

A levedura C. albicans 90028 foi obtida da American Type Culture Collection
(ATCC) e as leveduras C. glabrata LM025 e C. parapsilosis LM021 da colecdo do Ser-
vico de Microbiologia, Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Universi-

dade do Porto.

2.4.Ensaio antimicrobiano
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2.4.1.Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo
Fungicida Minima (CFM)

A CIM e a CFM foram determinadas de acordo com o protocolo de microdi-
luicdo estabelecido pelo “Clinical Laboratory Standards Institute” (CLSI) M27-A3 mais
0 suplemento S4.

Resumidamente, as leveduras foram cultivadas em meio de agar Sabouraud
(Liofilchem) a 37 °C por 24h. Para cada microrganismo, de acordo com os protocolos
mencionados acima, foram selecionadas colonias isoladas e uma suspenséo foi prepara-
da na escala de densidade de 0,5 Macfarland (aproximadamente 1x10° UFC/mL). A
suspensdo microbiana foi diluida até o tamanho de inéculo de 1x10° UFC/mL. A NES
testada foi diluida usando o meio de cultura RPMI 1640 (Sigma - Aldrich, St Louis,
MO, EUA) em diluicdes seriadas de 1:2 de acordo com as recomendacdes da CLSI.

As microplacas foram incubadas a 37 °C e os resultados foram lidos apds 24
h. A CIM foi definida como a menor concentracdo de NES que inibiu visualmente o
crescimento microbiano.

Para confirmar a andlise visual do MIC e determinar o CFM, 50 pL de cultura
de cada poco foram semeados em placas de MHA, em triplicado, e incubadas a 37 °C.
As unidades formadoras de colonias (UFCs) foram contadas apds 24 h de incubacdo e a
CFM foi considerada como a concentracdo minima que eliminou totalmente o
crescimento microbiano.
3.Analise Estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas com o software R, versdo 1.2.1335
(R-Studio versdo 1.2.1335). Em todos os testes utilizados, o nivel de significancia con-
siderado foi P <0,05. As experiéncias foram realizadas em triplicata; os dados sdo ex-

pressos como media aritmética + erro padréo da média (SEM).

66



4.Resultados
4.1.Determinacdo do pH e quantificacdo da proteina extraida da NES
A NES extraida foi quantificada quanto ao seu teor proteico e apresentou do-
sagem proteica de 306,45 pg/mL e a leitura do pH foi de 8.05.
4.2.Atividade antimicrobiana

A determinacdo da CIM foi realizada com base na leitura visual. A CIM que
inibiu visualmente Candida glabrata foi a concentragdo de 9.57 pg/mL da NES de C.
vicina (figura 2). Para determinar a CFM foi realizada inicialmente a contagem das
UFCs das concentracfes 153.22, 76.61, 38.3 e 19.5 pg/mL. No entanto, por uma ques-

tdo de exatidao e devido a resultados anteriores paradoxais, todos os demais pocos fo-

ram semeados para contagem. Foram encontrados 3 diluicbes de CFMs com reducdo de
100% dos microrganismos, 153,22, 19,15 e 9,57 pg/mL de NES (figuras 3 e 4).

ey - N Sy i e s = l ; s i
Fig. 2: Placa com 96 pocos para determinacdo da CIM e a CFM. A CIM encontrada com base na leitura
visual foi de 9.57 pg/mL de NES. E CFM que inibiu 100% de C. glabrata foram as concentracfes
153,22, 19,15 e 9,57 pg/mL de NES Valores médios (n = 3).
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Reduction %

Fig. 3: Placas de &gar ap6s 24 horas de incubagdo com amostras de NES sobre C. glabrata. Reducdo de
100% dos microrganismos nas concentragdes de 153,22, 19,15 e 9,57 pg/mL de NES e os controlos
positivos (C. glabrata + meio de cultura). Trés repeticdes foram realizadas para cada experiéncia, na foto
consta uma réplica de cada concentragdo citada.

CFU
100%
50%
0%
-50% 82
-100%
153,22 76,61 38,3 19,15 9,57 4,78 2,39 1,19 0,59

Diluction of NES pg/mL

m C. glabrata LM025
Fig. 4: Reducdo do nimero de UFC apresentado em percentagens determinado pelas dilui¢des seriadas de
NES incubadas com C. glabrata. As percentagens sdo definidas pela contagem de UFCs como valores

médios (n = 3) de cada diluicdo obtida pela razdo entre o crescimento do controlo positivo (sem NES) /
crescimento bacteriano na presenga de NES. As barras de erro indicam o erro padréo (p <0,05).
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Para C. albicans a CIM que reduziu visualmente o crescimento microbiano foi a
concentragéo de 76,61 pg/mL. Na contagem de UFC, no entanto, foi observada redugéo
diferente da encontrada visualmente na CIM. As concentracGes de NES 153,22 e 4.78

Hg/mL reduziram as células em torno dos 50% (56%) (figura 5).

}

Fig. : Placa de 96 pos com as 9 diluigc”Jes de NES para determinacdo da concentragdo minima
inibitéria. O MIC para C. albicans foi de 76.61 pg/mL de NES. Controlo positivo (indculo + meio de
cultura) e o controlo negativo (NES + meio de cultura).

CFU
100%

50% T
0%

-50%

Reduction %

-100%

153,22 76,61 38,3 19,15 9,57 4,78 2,39 1,19 0,59
Dilution of NES pg/mL
u C. albicans ATCC 90028

Figura 6: Reducdo no niumero de UFC apresentado em percentagens. As percentagens
de reducdo da contagem de UFC sdo valores médios (n = 3) e as barras de erro indicam
erro padréo (p <0,05).

A baixa dosagem de NES de L. sericata foi ineficiente sobre C. parapsilosis,
inclusive, induzindo ao seu crescimento em até 100% na concentracdo de 4.78 pg/mL,

(figura 7).
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Reduction %

CFU
100%

50%

0%

—

i
b

-50%

-100% I T
153,22 76,61 38,3 19,15 9,57 4,78 2,39 1,19 0,59

Diluction of NES pg/mL

C. parapsilosis LM021

Fig. 7: Contagem das unidades formadoras de col6nias apresentado em percentagens
para C. parapsilosis. As percentagens de reducdo da contagem de UFCs sé@o valores
médios (n = 3) e as barras de erro indicam erro padrao (p <0,05).

Para todos as experiéncias, ndo houve diferenca significativa entre as dilui¢des

testadas, sendo considerado como nivel de significancia o valor de p <0,05.

Discusséo

Os insetos tém uma convivéncia muito estreita com microrganisSmos como
bactérias, fungos, virus e parasitas, devido aos seus habitos alimentares. Por este motivo
desenvolveram, ao longo da evolucdo, um sistema imunoldgico altamente eficaz contra
agentes patogénicos. A NES é um complexo composto por inimeros peptideos
antimicrobianos que possuem uma capacidade de evolucdo constante, adaptando-se
rapidamente as mudancas e potenciando o aparecimento de novos peptideos com
propriedades distintas (P6ppel et al. 2014, Dallavecchia et al. 2020).

A NES pura de C. vicina exibiu atividade antifungica eficiente sobre C.
glabrata com reducédo celular de 100% em comparagdo com o controle. Porém, nesta
dosagem baixa, mostrou ser pouco eficiente sobre C. albicans ATCC e completamente

ineficiente sobre C. parapsilosis.
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C. albicans é o fungo com maior incidéncia em infe¢Ges fungicas, porém, C.
glabrata é a estirpe que mais causa preocupacdo aos profissionais de saude devido ao
desenvolvimento de resisténcia aos azoles.

Existem poucos estudos sobre a atividade antifingica da NES. Poppel et al.
(2014) ao estudarem os peptidios antifingicos da NES de L. sericata, encontraram um
novo peptideo com residuos de histidina que sdo comparados as histatinas, peptideos
ativos contra a levedura C. albicans.

Evans et al. (2015) testaram a NES de L. sericata em dois modos: NES pura e
NES fracionada (> 10 KDa, 10-0,5 KDa e <0,5 KDa) sobre C. albicans, onde
encontraram atividade antifangica significativa da NES pura e da NES com a menor
fracdo (< 0,5 KDa). Porém, os autores ndo forneceram dados sobre a NES utilizada na
experiéncia (dosagem proteica e pH). Eles testaram 360 pL de NES incubados com 40
pL de in6culo (9:1) e um meio de cultura 10 x concentrado. Em nossos estudos
encontramos uma acdo antifungica moderada contra esta espécie de levedura.
Utilizamos uma proporgéo de 1:1 e sem u meio de cultura concentrado. Talvez esta
diferenga de metodologia possa ter influenciado na diferenca dos resultados entre as
experiéncias.

A falta estudos sobre a atividade antifungica da NES, assim como a falta de
padronizacdo nas metodologias utilizadas nos testes antimicrobianos dificulta uma
comparacdo real dos dados, impedindo um avanco maior para o desenvolvimento da
NES como um antibidtico natural.

Concluindo, o potencial de acdo da NES sera melhor estudado contra as
estirpes C. albicans e C. parapsilosis, aplicando futuramente dosagens proteicas

maiores de NES e novas metodologias propostas por estudos com fungos.
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Capitulo VI

Consideracoes finais
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1. Discusséao Geral
1.1.A escolha do diptero

C. vicina é uma espécie de califorideo facilmente encontrada nos meios urbanos,
devido a sua sinantropia, isto €, adapta-se bem as condicGes criadas pelo homem. Além
disso, € uma mosca que também se consegue adaptar bem as condi¢des laboratoriais,
reproduzindo-se em todas as estacfes do ano. Esta caracteristica facilita a estabilidade e
manutencdo das col6nias criadas em laboratério, assim como a sua facil recolha na
natureza sempre que seja necessario revitalizar as coldnias de laboratorio. Produz
grandes quantidades de massas de ovos, 0 que € vantajoso para utilizacdo na terapia de
desbridamento por larvas (MDT) assim como para o estudo da agdo das suas excrec¢oes
e secrecoes.

Para utilizar essa espécie de diptero em MDT, assim como testar o seu potencial
de acdo antimicrobiano, é necessario esterilizar a superficie dos seus ovos. Esta
encontra-se extremamente contaminada, devido aos habitos das fémeas que utilizam
matéria organica em estado de putrefacdo, tanto para alimentacdo quanto para
depositarem 0s seus 0vos.

1.2. Radiacao por UV-C

A utilizacdo de larvas no desbridamento de feridas cronicas implica a
descontaminacdo da superficie dos ovos das moscas, sendo a esterilizacdo através de
agentes quimicos a mais comumente utilizada. No entanto, exige méao-de-obra
especializada e equipamentos pessoais de protecdo, 0 que onera 0S custos desse
processo. A esterilizacdo através de agentes quimicos tambem pode deixar residuos nos
ovos, toxicos para as larvas eclodidas e que podem morrer nas feridas causando grande
incbmodo ao utente. Alguns grandes laboratorios utilizam salas livres de germes,

especialmente montadas e equipadas para manter o ar descontaminado. No entanto,
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montar uma sala livre de germes, € um processo complexo e muito caro, além de exigir
a contratacdo de pessoal especializado, 0 que pode ser inviavel financeiramente para
pequenos laboratorios.

Uma alternativa a esterilizacdo quimica e salas livre de germes € a esterilizacdo
fisica, através de luz UV-C. Esse tipo de esterilizacdo requer a utilizacdo de lampadas
UV-C e embalagens apropriadas para acondicionar os ovos e absorver a radiagao.

Nos ensaios realizados com radiacdo UV-C, foi possivel esterilizar ovos de
moscas apds 12 minutos de exposigdo, utilizando uma caixa de polipropileno para
armazenar os ovos apés a sua dissociagdo. Os testes de esterilidade com caldo
tioglicolato comprovaram a eficacia da esterilizacdo. A esterilizagdo por raios UV-C
permite uma NES livre de microrganismos contaminantes, assim como pode vir a ser
utilizada como alternativa para esterilizar as larvas L1 armazenadas e, posteriormente
enviadas aos clientes utilizadores de MDT, com o intuito de atender a um mercado com
uma demanda cada vez maior de larvas estéreis para o tratamento de feridas infetadas.
1.3. Acéo antimicrobiana da NES

A NES de C. vicina apresentou atividade antimicrobiana sobre as bactérias gram-
negativas E. coli e K. pneumoniae e acdo de curta duracdo contra a bactéria gram-
positiva S. aureus. Foi eficiente na reducéo celular de C. glabrata e C. albicans LM026.
E necessita ser melhor estudada em relacdo a sua atividade sobre C. albicans ATCC e
C. parapsilosis.

Portanto, a NES pura de C. vicina pode ser considerada com potencial para
desenvolvimento de futuros antibidticos e antifungicos naturais simples e baratos de

fabricar
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Abstract

Maggot debridement tharapy (MOT] is a simple wound debridemant technique. It is a natural treatment licensed by
the Food and Dirug Administration (FOW) and is increasingly used in the United States and in Europe.This treatmeant
is safe whan the larvas originate from laboratory stocks of eggs that have been stenlized. In this study, a simpls,
ingxpensive microbe decontamination technique is describad. It yields eggs that are free of chemical residuas
and are easy to handle, mesting the growing demand for medicinal larvas in hospitals or medical centers. Thres
treatments (T1,T2, T3) imvolving 3, 6, and 12 min of exposure to uliraviolet (UW-C) rays, respectively, were compared.
Egq sterility was eveluated by culture in thioglycollate broth, incubated at 32°C £ 2.5°C under aerobic conditions for
up to 14 d. The UW-C radiation sterilization process obteined satisfactory results after 12 min exposure (treatment
3). Larval viability was 57%, pupal viebility wes 54%, and 54% of the sdults emerged. The sex ratio was 50%, within
the expected veluas. Thare were no morphologicel eabnormalities associated to the UV-C treatmeant in the flies. In
conclusion starilization by UNV-C rays is indicated to obtsin sterle larvae destined for MOT

Key words: decomtamination, physical sterilization, maggaot therapy, UV-C ray

Resistance to antibiofics 1= a serions, growing global problem.
Patients with wounds infected by resstant bacteria are at high risk
of amputation or even death, particularly if these are wounds asso-
ciated with co-cxisting discases such as diabetes, larpe bums, and
pressure wloers. Such wound treatments are extremely costly, in
particular, due to long hospitalization times (WHO 2017). Surgical
wound debridement involves the mechanical removal of devitalined
tissue from an infected injury. Sometimes it is the only option avail-
able since preparation of the wound bed requires removal of nec-
rofic tisswes infected with bacteria andior biofilm, thereby exposing
healthy tissue that will require further treatment and healing (Fowler
and Van Rijswijk 1995).

Medicmal larvae perform a2 quite metioulons debridement that
is associated with their feeding process. Their buccal apparatus has
hooks which, during feeding, tear the necrotic tissoe and release
dipestive juices containing proteclytic enzymes, thereby liquefying the

tissue which is then sucked by the larvae. This process is able to elim-
inate small frapments of tissuwe (including hone), reaching places that
no other treatment does (Nitsche et al. 20100 The enzymes and small
peptides released by the fiy larvae, known as locifensins, have strong
antimicrebial action and destroy bacteria (Cerovsky and Bém 200 4).

Mapgot debridement therapy (MDT) was approved by the Food
and Drug Administration (FIDA) in 2004 as an altermative therapy
for wound debridement and has smoe been used by several profes-
sionals a5 a first-line meatment (Teick and Myers 1986, Momoooglu
et al. 2001, Sherman 2014, Massor and Hoomand 200 7). In 2005,
about 30,000 debridement treatments employing maggots were per-
formed in Europe (Geary et al. 2009).

Some spocies of Calliphoridze flies can cawse the pomary myia-
sis, that is, lay epgs on healihy skin by feeding on viable tissue, c.g.,
Cochliossyia penus. On the other hand, in the secondary myiasis the
flies are attracted by the smell of the wound necrotic tssue. MDT is
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the intentional insertion of previously sterile larvae into wounds that
are difficult to heal (Guimaraes and Pavavero 1999). Each larva is
capable of removing 25 mg of necrotic material in 24 b {Mumooogh
et al. 2001 ). The species most used in MIDT is Lacillia sericata (Meipen,
1826} (Baer 1931, Sherman 2003, Contreras et al. 2005) but other spe-
cies belonging to this family were also used: Lucilia caesar (Linnaens,
1758) (Baer 1931}, Lucilia cufprring (Wiedemann, 1830) {Aaron et al.
2005), Lucilia illwstris (Meigen, 1826) (Leclercg 19900, Calliphora
wicing (Robnean-Desvoidy, 1830) (Teick and Myers 1988) and
Pommria reging (Robineau-Desvoidy, 1830) (Reames 1988).

. picing {Robineau-Desvoidy 1830) & a species of fly from the
Hilartic region, being wery common in Portugal and frequently
found in wrhan arecas (Smith 1986, Byrd and Casmer 2000). It pre-
sents high reprodoctive capacity of cpg mass, develops well under
laboratory conditions, is @ necrobiontophagous fly, thus possessing
essential characteristics for use in MIT

When the physician-surpeon William Bacr (1931) started to use
MDT to cleanse wounds, some of his patients develop tetanus. He
concluded that, to avoid this, the fly egps necded to be sterilized
before larvae hatch. From that time on many distinct methodolo-
gics have been wsed for sterilization of cggs, most of which involve
the use of chemical products. The most commonly used procedure
involves the use of sodium hypochlorite, often associated with baric
acid (Sherman ct al. 2014).

Alernative sterilization methods have been wsed in different
arcas =ach as the food industry (Ingram and Roberts 1980, Faria
2001}, Le, nsing UV-C rays. For an efficient system of disinfection’
sterilization of a product by ultraviolet rays, attention shoold be paid
to the imtensity of the radiation, the time of contact with the micro-
organisms and the material to be used as packaging. The ultraviolet
rays are divided in different wavelenpgths—UV-A: 315 and 400 nm,
responsible for tanning in the human sking UV-E: 280 and 315 nm,
responsible for the synthesis of vitamin [ in the body, bums in the
body skim; UV-C: 200 and 280 nm, can cause genetic mutations;
UNCY (emptyl: 100 and 200 nm, strongly absorbed by water and air,
and can only be transmitted in 2 vacuum.

The ozone layer filters out 100% of UV-C rays; therefore, arti-
ficial sources are wsed for disinfecting the air, water or surfaces and
sterilization of certain materials. UV-C rays are only absorbed by
some materials, such as polyethylene, polypropylene, polybutylene,
ethylene-vinyl acetate, nylon, and ethylene-vinyl alcohol The UV-C
radiation efficiency is about 99.99% lethal apainst microonganisms.

The process of epgs sterilization must have an efficient cost wer-
sus benefit, especially in relation to the time spent in the procedure.
UN-C rays do niot leave residoes, compared to sterilization by chemi-
cal apents soch as Formalin 5% and sodiom hydroxide 1%, Sodiom
sulphite 2.5% and formaldehyde 2.5%, Orthophthaldehyde, Phenol
1% or sodium hypochlorite 0.5%, Glutaraldehyde 2% (Simmons
1934, Mumcuoglo et al. 1999, Contreras et al. 2005, Sherman e al.
2007, Drallavecchia et al. 200 4). UV-C rays act fast, are cffective and
safe, It is known that a UV lamp with 254 nm of light wave has
lethal permicidal activity on bacteria, viruses, fungl, and protogoa,
requiring only a few minutes to sterilize materials (HCMSF 1980).

The aim of this work was to test the efficiency of UV-C rays on
cpg surface sterilization of C. wicima, an abundant fly in Portugal,
easy to create in the laboratory and with a potential for ose in MIDT

Matenals and Methods

Fly Colony
A stock colony of C. eicing, maintained at the Laboratory of Diptera
Stodies, Microbiokopy Service, Depariment of Pathology, Facalty of
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Medicine of the University of Porto, was used. The colony was reared
in three different transparent polyethylene cages (40 = 30 = 20) with
top and front openings for aeration. The insects were kept, during
winter, in 2 room with wentilation, at room temperature with nataral
light on 2 10:14 {L:[}) h cycle.

Food and Substrate

The larval dict based on carbohydrates (honey dihited in water in a
raticy of 1:2) was offered daily to adult insects. For hydration, 2 con-
taimer filled with 20 ml of water {(water chanped daily), was placed
in each cage. For females” ovary maturation, chicken pizrard was
offered as a protein source doring the first 5 d after the cokony was
borm (Dallavecchia et al. 2015).

Egg Collection

To stimuolate the oviposition of the stock colony (approximately
100 adults of the first peneration), 12 g of chicken pixzard diet was
inserbed in cach cage (= 3) 12 h prios to the bepinning of the experi-
ment. Ome cage was selected, and the epp masses were transferred,
with the aid of a sterile forceps to a Petri dish contzining 1 ml of
sterile distilled water to dissociate the spgs. From this mass, 20 epgs
were collected using a sterile wet brush and distriboted in foor poly-
prapylene boxes with three sections (triplicate), each containmg 30
cigs. Three boses were used for cach of the different treatments of
exposure o UV-C rays and one box as the control with no exposure
o UN-C rays.

Sterilization Treatments

Three treatments were performed: T1, T2, T3, ey, 3,6, and 12 min
of exposure, respectively, and 2 controd withoot exposure to UV-C
radiation (25W — 254 nm wavelength - Phillips), at a distance of
50 cm from the source. The distance from the souroe was caloolated
according to FCMSF (1980), which determines that a germicidal
lamp of 50 W, positioned 1 m away from a target, has an intensity
of 100 mWom?.

According o the nooms of the Brarilian Pharmacopoeia (Brasil
2010 for solid products, three epgs were scparated from the lob of
each treatment and mcubated in mbes containing § ml of thioglyool late
broth (Oneodd Led, United Kingdom) to confirm the efficacy of the ster-
lization. The tubes wene incubated at 32%C = 2_5°C in aerobiosis for up
tor 14 d. Daily visual check for signs of bacterial growth was repeated
after an initial incubation pericd of 24 h. All experiments were carrod
out in triplicate and condwcted in 3 Class 11 Biological Safety Cabin.

To verify the viability of the larvac, the cgps sterilized by UV-C
radiation (= 27 per group) and the control were transferred to 30 g
of chicken pizzard diet at a ratio of 1 g of dict per larvae to cvalu-
ate larval development. The expenments were performed at room
temperature.

The larvae, after abandoning the diet, wene weighed individually on an
analytical scale. The specimens were transfermed to test tubes (200« 200 mmy)
containing 1 g of sterile sobstrate (hay) for pupation and were labeled
according to cach trestment. Odbservations were conducted daily and wene
always performed at the same hour—12 h—anti] the emergence of aduls.
The folkywing biokogical parameters were determined: body miass; dura-
tion of larval development; abnormality and sex ratio (SR The 5B was
obtzined as follows: SR = F&M + F, whene Fis the number of females and
M the number of males.

Statistical Analysis
Chi-square and Fisher's exact tests were used to prove the independ-
ence between the gualitative varables. For the analysis of larval
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weight, nonparametric tests (Kroskal Wallis) were chosen after the
normality hypothesis was rejected by the Shapiro-Wilk test. In all
tests, & significance kevel of 0,005 was considered. The tests were rum
in program R version 3.4.4.

Results

Microbiological sterlity was comfirmed by the prowth test with thio-
glyoollate broth. Treatments 1 and 2 {exposare to UV-C radiztion
for 3 and & min) were not efficent, as the microbiological stenlity
test (in triplicate) presented turbidity, indicating growth of microor-
ganisms. Treatment 3 {12 min of exposune) showed to be efficient
since there were no turbidity signals, ie., microbial contamination in
the tubes (in triplicate) with the sterilized egg samples (0 = 3). Since
the control was not treated by radiation it was expected to present
microhial contamination in the wbes; therefore it was not tested in
the thioglycollate broth.

Considering the body mass of larvae both the control, T1 and
T2 presented an average of 0.100 g for all larvae, with no variahil-
ity in these treatments. T3 presented a mean weight of 00104 g and
a standard deviation of 0.0143, due to foor larvae that presented
higher weights, e, 0125 g, 0135 g, 0,150 g, and 0175 g. However,
acoording to the Kruskal-Wallis test (P = 0L01235) the difference of
the larvae weight in the different treatments and control was not
statistically significant.

The larvae abandonment peak, popariztion and adult emengence
peak obtained for O, wicina i the three different treatments and
comtrol are shown in Fig. 1. There were no differences in the peaks
of larvae abandonment, popariation and in the emergence of adolis
amang the three treatments and control tested. The larval abandon-
ment peak ocourmed on the sixth day after the transfer of the epgs
to the diet. The popariation oocurred on the seventh day and the
emerpence of the adults on the 20th day.

According to the Chi-square test comparing all treatments and
comtrol, there was no statistically significant difference (F = 0L3811)
between the amount of epgs osed in each treatment and the number
of larvae that hatched, as well as the number of cggs larvac born
until the development of the adult phase (P = 0.3715) (Table 1)

As for the sex of the individuals, the results (Table 2} showed
higher births of males in control and T2, whereas in the T1 and

T3 similar births on both sexes occurred. However, excluding val-
ues non-born (MB) and using the Chi-sguare test according to the
I value obtained (F - 0.5814}, the sexual proportions found in the
three treatments and control did not differ from the expected that
is, the number of adults that emerged in cach groop was unaffected
by UV-C radiation.

All adules {100%) submitted to T1 were normal, ie., they did
nat present morphological deformities; in T2, T3, and control, they
presented 2 small number of morphological deformities in the indi-
viduals {absence of leg, broken wing). Using the Fsher exact test
[IF = 0.7075), it was observed that there was no statistically signifi-
cant difference (Fig. 2).

Discussion

The surface of fly cgg is extremely contaminated, since females ovi-
posit in putrefying meats. Even the ovaries of laboratory-created fly
are simulated to develop in diets based on raw meat, liver or chicken
gizrard {Sherman 2000, Ferrax et al. 2014, Dallavecchia et al. 2014).
Ceerm-Free rooms are used in many countries to rear fly and uncon-
taminated eggs (Sherman 2000}, This technodogy requires consider-
able seed capital to produce sterile medicinal larvae.

Limsopatham et al. {2017) tested three chemical agents to steri-
lize cpgs of Chrysomya mepacepbala and L. cupring with sucoess in
the sterilization process. Howewver, doring the hatching of the cpgs,
the sterility test showed contamination probably due o the transfer
of the cpgs to the culture medium o, due to the fact that the epgs
of L. cefrring, (scen under 3 scanning microscope) present grooves
where the detergents cannot reach. In the case of UV-C sterilization,
this phenomenon does mot oocur, 28 the UV-C rays cross the wall of
the eggs uniformly, like a scanner, climinating all bacteria. Proven
fact in the sterility test using thioplyoollate broth, incobated for 14 4
without presenting bacterial growth.

Masri et al. (2005) dissociated the eggs of L. cwpring with chlor-
hexidine and then sterilized with UV-C rays (wavelength 120 nm})
every 1-min intervals, up to 10 min. According to the aothor, ser-
ilization was effective between 7 and 10 min of exposure. In oor
waork, the dissociation of the egps was done with ultrapure water
and the effective time period for sterilization was longer—12 min of
exposure to LUV-C rays (wavelength of 254 nm). This difference may
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Table 1. The viability of larval, pupal and neo-larvae to adult of Calliphora vicina after exposure to UV-C rays
No. of mdividuals 9% Viabilities

Treatment UV exposure time Eggs Larvae Adults larvae Pupae Adults
Control w [ exposure 81 42 41 52 51 51
T 3 min 81 46 45 57 55 55

i vi 6 min 81 35 35 41 43 43
T3 12 mun B 46 44 57 54 54

*Eggs: Fach replicate contained 27 eggs (m = 3 x 27) after the sterility test. Controf = without exposure to UV.C rayss T1 = 3 min exposure to UV-C rays;

T2 = é min exposure to UV-C rays and T3 = 12 mim exposure to UV-C rays

Table 2. Detailed biological parameters of eggs hatched after UV-C sterilization

No. of individuals

per replicates % mdividuals Normality
%
Treatment Rl R2 R3 Total NB M F SR: Normality Anormality
Control 18 12 12 41 1 63 i7 i7 40 1
T 24 16 & 46 1 51 49 40 45 0
T2 i1 4 20 35 0 57 43 43 34 1
T3 11 23 12 46 2 50 50 50 43 1

NB = non-boen, SR = sex rata.

“The SR was obtained as follows: SR = F/ M & F, where ¥ is the number of females and M the number of males.

Fg. 2 Steriization tests with thioglycollate broth wera conducted for all traatmants, in triplicate: (A} test tube, pertaining treatmant 1, indicating contamination;
(B) treatmant 2, showing turbadity and indicating contamination; (C, D, and E) tubes in triplicate pertsining troatmant 3, with culture madium and ogg samples,
where it is dioar that the aggs wara starilized: thar s no turbidity, indicating shsence of contamination; {F) Tube containing single culture madium only, for

comparison of transparcncy of the medium.

be related to the fact that chlorhexidine is a disinfectant, whereas
water does not interfere with the microbial load of the epgs.

The body mass of the larvae did not vary significantly in the
treatments performed (except in T3). This homogeneity in the weight
of the larvae is related to the chicken gizzard dict. In a previous study
{Dallavecchia et al. 2015), when comparing the two dicts {beef and
chicken gizzard) the same pattern of homogeneity was observed.

The abandonment rate did not vary, larvae, pupac and adult
emergence peaked on the same day i all treatments {6, 7 and 20,
respectively). The same was observed in the work of Dallavecchia
et al. (2014), who sterilized Chrysomia putoria cggs with 2% glu-
taraldchyde. This constancy mn insect development may also be
related to the chicken gizzard dict, being advantageous for large-
scalc laboratory production. In our test, the larval hatching rate

was greater than 40%, unlike Masn et al. {2005), which presented
a viability of 14-16%. The authors claim that UV-C rays may have
destroyed the embryos inside the eggs; however, chlorhexidine used
may have been responsible for drying the cggs’ surface, preventing
larvac from hatching.

According to quadratic analysis and the Fisher (1930) principles,
a population only shows stability when the SR is 1:1. In this study,
the sexual rates of individuals tested in the three treatments with
UV-C radiation and control indicated population stability. According
to Fisher, 2 deviation in this SR is not evolutionarily stable, because
gradual increases will occur in future generations, in relation to the
proportion of the sex observed in smaller numbers.

Most clinicians who use larval therapy acquire the medicinal lar-
vac from large laboratorics (van Der Plas et al. 2009); those who

88

O
Q
s
§.
g
"
g
&
a
o3
2
-
o
o
<
b
O
g

B810Z ABnGR 4 $Z U JOSN CUOH OP SPERISISANN AQ £ 518205 /01 LISS A0S QR-9[03e oL



Journz! of Medical Entormology, 2019, Vol. 56, Mo. 1

make their own productions do not usually keep track of biological
parameters of their flies, soch as mass, 5K or viability.

Only T1 produced 100% of normal aduh individuals (T2, T3,
and control = 99%); however, the differcnce was not statistically
significant. Ferraz ct al. (2014), tested different concentrations of
ciprofloxzcin antibiotic in the development of C. paeforis (Diptera:
Calliphoridac) and showed a 100% normality for the control,
T1 = 36%, T2 = 98% and T3 = 29%, similar to the valoes found in
our study. The emergence of the adult happens throogh an alterna-
tion between dilation and contraction of the liquid of the palinum
(5mith 1986, Gennard 2007), bocated in the head, that breaks the
puparium allowing the displacement out of the pupa. Durng this
phase, some flics cannot complete this course withowt loss of mater-
ial. This fact may explain the mentioned abnommalities (bwo flies
with one wing broken and one without a leg) and not the mutagenic
action of the UV-C rays.

Sterilization by UV-C rays is widely used m the food industry
(Ingram and Roberts 1980, Faria 2001) wo disinfect various types of
products and their contziners. It has also been used to inactivate epgs
of parasitic insects (Brownell et al. 2006). It is an efficent method
of sterilization; however, the use of specific material that absorhs the
UWC rays is neguired, as well as the control of the ideal time period
for not disabling the epas of the flies.

Sterilization of . wicimag epgs using UV-C rays proved to be a
valid and efficient method. This physical process of sterilization pre-
sented several advantages, namely its low operating costs, docs not
leave chemical residoes in the fly eggs, is quoick, and is able to keep
with the increasing demand for the large-scale prodoction of thera-
peutic larvae.
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Abstrect. Antibiotic-resistant bacicrin pose o major threat o ghebal health in the 215t
ceniury. requinng o guick, cheap and cffective response from public bealih officials.
This study cvoluated the anbfimicrobial activity of nalive ceoctions'soorctons (NES)
produoad by third instar (3 days ald) larvac of Calliphors vicies using 2 proincol adapied
fram the Institute of Clinical and Labomiory Standards (CLSDL The microorganisms
losind weore: Excherichia colf, Klebsiells prewmoniae, Stapiplocoocus aurens and the
fongus Camdidls adhicear. Afier the incobation peried, the suspensicns were diluted snd
sproad o0 mutricn! ager plates 1o counl the codony-forming umils. A mrbidimetric st also
ws carricd oul i dest the action of the WES of C. wicing agains 5. cures, o very comman
bacierial spockes, with an cnormons capacity for adaption and nosistance, being one of the
kacieria of medical impartance that canscs the mast hospital and community infoctions
in the world. According to owr resulis, the NES of C. viciag cxhibils antimicrobiol
activily at diffcrent dilutions, being most effcctive against the gram-nogative bacleria
E. ooli and K pacumonice.

Key words. antimicrobiol activity, calliphorid larvae, mative excrotionsdsconctions
[MWES], matural antibiotics.

Irmroduction

Amniihiotic resistance is one of the most serious giobal Beakh
threais. According io a 2016 sudy, approximaiehy TOO M peo-
pl= die eacks year from infections caused by antibicSc-nesisiant
hacteria. Fxperis prdici thal thix member could incresse by np
10 1 millicen deaths per pear by D500 Nell, 20161, Although
hacterial mesisiance is par af the natery servival mechanism
melaied i the evolsion of beciens, the indisciminale wse of
antibiotics has been socelemting this mechanism of action, cme-
aiing mufis-resistani micmomzanisms.

Many drugs Kl axpirin, codeine, quinine snd pemdcillin are
made from mawrad compounds such as planis, micmoomgan-
isms and manine organisms, among others. Exiracts made foom

immects, such = bees, wasps, anis, fhes, butierfiss, motbs,
oockmaches, besiles eic, have been vsed s folk medicines, ao-
ing s anliallergic, anti-infammatory, analgesic, antimicrohial,
antiviral snd even anticancer (Estcliffe o @l 20010

(hermysh of al (2015) conducied s sady 0 compars the
development of resisiance of hacieria treated with comentional
antibintics and with antimicrobials derved from insects, mmely
Dipiem, over mukiple genemtions of selection. The authors
observed that slresdy in the intisl peserstions, the hadeds
treaied with comventional antibintics aoquirsd mesisiance, the
same was nol oheerved with the treatmeni made with enlimico-
Bials derived froam izsed=. This shows that insec antimicrobda b
are a5 efficient aliernative for creating ew antibioics in the
future.

Comespondence: Daelee Loerako Dallaverchin. Miceobiology Diveion, aed Deperiment of Paihology, Faoully ol Medicie, Uiniversity of Porin
Alamerds Prol. Hamial Moalzim, 4200-319 Porie, Porugal. TH.: 4331 915779691, E-nall: danfeledallaverchia & pnall com

@ 110 The Reyal Entomclogical Socicty

91



2 Ik L Dallnveochis ef 2l

Flies of the Calliphorides mmily, due 1o their secropbagous
eating habits and because they are namnl decomposers of
ug-:mﬂa&uu;hulﬂubmhgmdq&.:mmhm
lact with several pathogens. This conisc is the principal =ason
fior the devw=lopment of snimmune system with bigh resisiamce to
TS MKTKEganisms giving e calliphonids the ability to
pduce and secreie polent antimicrohial substsnces, with 2 high

ial for the development of namrel medicine (Yakoviem
el ., 20190

The exoetions and seoetims of fly lervae are nch in
maird compounds with memeroes  low-malecolar-weght
metahaliles with moogmized activity againsi gram-pesitive and
gmm-negative haceria. They also have in their composition
poieins such s serine prolease (similar i erypsin and chry-
matrypsin), lecifensine and theee pmline-rich estimicrobisl
peplides (Dhaz-Roa e @l J004)

Some sudies have found that satiee fiy larvae exorstions and
secretions (NES) amre divided inbo malecular fracisoss ar small
defenoe particles called antimicrobial peptides {AMPs). Hoer-
e, o extract those compounds for antibiotic use, requires the
sz of ulirfikration or molecular separaiors, which are rel-
tively complicaied protooals, im addition g increasing produc-
tion costs due bo the usz of expessive devices and reagents (Bex-
field er af., 2008; Chermysh eral, J015; Evans e @l 70150

Thaz, the ahjective of this study was to evahmie the antimiom-
il ectivity of MIES of Calliphors wicisr (Robinean - Deswidy
1E30) {Dipiera: Calliphonida) in its purs staie {withoul molec-
ular fractiosation or any separation of its components) against
coccay aerewy and the yeast Candida afbicaer.

Material and methods
Larvae

The larvee wsed in this sindy orginied fom ge stock
anlony of C wicier, mared o the Diptera Sindy Labomtary,
Microhinkogy Dhivision, Department of Pathalogy of the Faoely
afl Medicine, University of Porio, scoowding o the methodology
developed by Dallavecchia et el (2019). Thind inster larvee from
the first snd second generation of fies bom i e shoriney
wene used.

Productios of notive excretions’secredions (NES)

Afier the larvee Eaiched, they wes fed chicken gizeanls and
kepl at mom femperture uniil they reached tbe thind instar
(Adays old) (Dallevecchia «f al, 20050 Then, the larvee wee
transfened 0 8 gles conlgining cold water 4 0 with ke
abvjective io reduce their mavements in oeder o obiain e mass
o 3 sem-amal ylical scale.

Subszquently, e excess woter was dmined and the larae
were placed in Peiri dishes with filler paper discs until compleie
dry. Next a knoen mass of leroe (104g) was placed inie s
conical 5ml. cenirifege fube contzining & voleme of serle
Bl E-(® whirapure waier (Milli-0% UPW. ek, Dumsisd,
Cermany} equivalest i 100 pl. per gam of larvas and incubaied

al 37" for 1 h. The supersatant, conlaining the produced NES,
was then collocied snd imnsfered o 1000 pl. miceocentr fups
mbes, centrifuged at 120003 for 10min & 4°C, in order
o sepamie e debris and inspluble mateniall The remaining
supematant wes sienlized by Gliration deough 8 0.22 pm pore
membrane fker

To check for contemimation, & 50pl. sliqgpot of Be NES
sample was spread an a plaie with Muoeller-Hinion Agar (MHA,
Linfilchem, Enesfo degli Abnox (Tzl, Haly), then the plai
was incubatsd for 24h at 37°C, afier the inoubaticn period
e plaies wers analysed for growth of bacienal oolonies. The
pH af the NES was deiermined (pH meter Consor CB&0,
Tumhout, Belgium) and the prolein concentration quamniifisd
using the BCA kit (Prolein Assay FKeagenl, Pierce, Thenmo
Egentific, Rockford, [lincis, USA). NES wen: siored a1 —20°C
until ume.

Microorpasisnr

The micmargenims wed in i siwdy were thme haceria
species and coe fungi. The type struins E ool ATCC 25977 and
&, aaeray ATOC 29213 were obtsined foom the Amenican Type
Culkure Collection (ATCC and K. posamosizs LM 1102 md the
yeast O affsicees |LMO2E, both clinical isolaies, wers obigined
from the caollection deposiled ot the Microbiology Division,
Department of Pattology af the Faculty of Madicine, Usiversity
of Poma.

Antimicrotin oy

Codowry-fewming unil oxsay. Teo protocals were sl for
the preparation of microorganisms: MOIT-AD for bacena end
M27-A7 ples sspplement MI7-54 for yeasis, acoonling o
the (linical Laboraiory Stendards Institete (CLS[). Boefly,
e hacierian were grown on Soybean Tryptone Ager (TSAC
Linfilchem, Foseto degli Abmursi (T2l lialy) ond yessis om
Sabourand Agar {Liofichem, Rossin degli Abmzi (Teb, Imly)
and incubaied 2t 37°C for 2 h

Iaor each miomarganism, scoording i e protoods mentioned
ahove, isnlated colomtes were seeded and o suspension was
prepared om the 05 McFarend density smale (approximais
cefl density 13 1P CFUmI.L The micmbial suspension was
prepared with 1 108 CFUVmL for bactena snd 15 10° CFUSm.
fiar C. albicans.

The NIS with profein concestration 306,45 ppfml. was seni-
ally diluied by 509 The concestration ussd in the assays
with hacteris was diluisd fen times (1/2 i 1/1024) and for
. officarr nine @mes (1T 0 15517). One bundred mecro-
lilers of each WES dilution and 100'pl. of micmbial imocu-
lem wer mined in 8 S6-well micoplatz, in trhplicaie. The

mic werz incubated mi 37 C and the resulis were read
Jﬂ:rld-La\ﬂ:rll‘tm:ﬂ:iinnpﬂ:md.Sﬂan[mln[m
each well was plated onto MHA for bedenia or onin Sabosrmsd
Agar for . albiceer, in tiplicate, and incubated m 37 "
Colooy-forming unit {CFU) were comnted after 24 ol
smecuibati
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Turtvidimeiric asgy. The wbidimeinc assey was adapied
from Thomas ef al. §1999). The hacierial smins wore imcubaied
in {iml. Soybean Trypione Broth (TSH; Mezrck, Darmstsd,
Cermany) medium overmight at 37 "C wilk staking (150 mm).
Subsequestly, MMIpl of moculum was tmnsfemed g Sml
al TSE medism and incubaled agein ot 37 °C with staking
(150 rpm), until the optical density of 0.200-0.250 &t 600 nm
ienponential phese).

Im o 96 wedll micrplate, 20pl. of bactesial inoou-
lum was incubated with 180l of NES {prolein concestration
exquivalent o 306,45 ppiml.), making a final volume of 200 pl.
in each well. Two contmls wers wsed: for the positive conimil,
20yl of bederal incculum incubated with LED pll. of sizrile
MElli-0® wlirapure waler (replacing the NESE: for the soga-
tive contrel, 180 pl. of KIS was incubaied with 20pl. of TSR
medium.

The MES microplale was mad by 8 Tecan Sundsz FLISA
reader (Infinite 200, Tecan Trading AG, Swilredsnd) al 600 nm,
ewvery bour for Th and after b of incubasion a 37 . The
reader shook the plates for 55 befom each reading. The wssays
were performed in iriplicaie.

Bativtical anakeris

Simtistical snalyses wer using the sofiwamr K,
versian 12,1335 (RSwdic Version 1213350, The Shapirm-Wilk
parumetnic st was used (o test the assumplion of sormality. The
Emiskal-Wallis t=st {non-paremetric test) was used, with regard
10 the CFL count and teshidimetic ecsay. o alll tesis wed, the
lewel] of significance comsidersd was P <005 The experimenis
were camisd ouf in inplicale; deta are expressad o anthmetic
mean + standas] ermor of men (SEM).

Results
NES characteristicy

The MES extracied from O vicing larvee hed & proiein
concentration of 306.45 pgiml. and & pH of 205

Aomoeding to the counting of CFU, all dhtioss of NES
(L2 eo 171024} showed inhibiticn of the bacierial growth of
gram-negative bacienia F. ooli and K ize. The fungus
C. albicany also suffemed inhibition in all diltions of MES tesied
{112 ta 17512) Analysing the different dilutions, no significant
difference was observed (F< 00350 for the micmarng enisms
evalusted.

Iag. 1A shows percentape inhibition of upio 1% (a=3)af £
eoili groeh in the 1864, 11128 and 171024 dilisisons oompared o
the positive comtrol. The other dilutions kad o average inhibi-
tion el wanied between 61 and 90%: (n = 3). For K. preweoniae,
& 100¥k (n = 3} inhibition of bacteriz] growth wes ohesreed with
the U2 dilion, followed by 979% (= 30 with the 114 diletion
and sbovee BIGE {n = 35 for 1854 and 111024 dilutions (Fg. 1BL

Ambimnicabial activity of NES of C.vicna 3
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Fig 1. AnEmicroblal activity of nathe: excretines sad sscrefioas of e
By Calliphon wing detarmised by CFL ooent of bacierial siraias of (&)
Erchierichie ook, (1) Elefiriiio porgmoniae and the pess) (C) Covdiie
alycany. CFL comals wre presepled o omes valees {n = 3 of ek
concegirsliog pblained by ihe ralio hetwesn the growth of the posliive
oopirol (el MEE shacterial i ihe preseace of MES. The
oy bars indicale the slendend amor (P <0005,

‘The groeh of the fengus C. albicoay incubated with MES can
be seen in Fig. 1T, whene 21% (o= 3) of the microorganisms
were inhibited with 184 difution. Lower ishibigion {174%, m= 35
was abeerved with a 178 dilution. All other microbial difuticns
rediced growth by =506

In previcus studies (unpublished dais), we chesresd that the
MES of . wicing has Eelle effect on 5 awews, & pathogenic
species $al cames greal ooncern 1o health pofessicnals. Do
o the hmited amount of NES samples svailabie, we decided o
perfonm a mrhidimetric st 1o observe the growts of 5 aaorer
with o bigh conceniration of MIEES (180pl. of NES inobaled
with 20l. of inooshem). NES was able io ishikit this species
far up w 4h, where it can be soen, through the th cures,
tai the snifucienl sdion power of the NES decreased with
dme (Fig. 2

Disowssion

In car study, alll dhations of pere C. viciss NIES dhowed antimi-
crobial acthvity for £ coll, K. pasamorize and C, alhicanr, Van-
ations in resules have been repored by various muthors (Bames
eral, 2000; Rawcliffe et al, 201 1; Raicilfe o0 al, 201 5) and per-
baps the prasons are shiotic fcors such as dist, simss cowsed by
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Fig 2 Crowih oerve of Sapipiocoorer gareas ATOC 19313 b Lhe
preeace of poive ecrekeas mnd secrelions of he Sy Calipkong
vicind (profn concaniration of 306.4% gl _) conpered i e ool
{wiihosl NES)L QDG om vaiues oo presenied 25 mess velues (9 = 3}
and [be proed ourve was calosl sled by Lhe relloof groedhof the poskive
coniodhacierial prowih (DI ) and e emorbars indicale standard
T

laboralory conditions (emperatun and Bumidity), NES extruc-
ticn method, dfferenl dloents, or due 0 o of NES actvity
due i hacizrial conlsminant I.PS lipopolysacchandes).

Etlﬁ:li{ﬂlﬁrwﬂmhimmE coll growth
using NES of three speoies of Calliphoni dae (Ckrsorpa mega-
cephale, O albiceps and C paloris). In contrast, Thomss
e al {1998) when inmbating NES by Lecilie sericsls with
E coli noticed that the hacieral popelation, in sdfion o no
undergoing reduction, ssems o have used the NIES a5 o sub-
siraie i0 increase its michbial population. Alresdy Chemysh
e @l (2015} when wmalysing antimicmbial peptides from e
fracticna] NES of C. vicing ageiest Frcherinkiz ooli, cbserved o
highinhibition of 1&is simin, comobomting with the results found
in our studies.

The pure NES of C. vicing abo scied efficiestly agsinst
K pecwnonioe. Similer resuls were found by Bexfcld
o al (30E), when the authors psed uhin-filieed NES
(molecules <50 dalions) of L senicata, bowever, in lhe
same stndy, they oberrved thai the pure NES of s species wis
not as efficient as the ulin-Aliemed one.

Ax for antifungal activiey, the less concentrated NES (1664
i S were mor effective whes e mEEE
concentraied MIES (102 o 1) Evans or al (2015) also tested
the sctica af the pure NES of L. sericaia and fractionaled
NES G-10kDa, 10-05kDe and 0.5 kDab, whes gey found
significant antifusgal sctivity of the pure NES and the smallest
fractivn KES (<05 kD).

Thes= resulis and the resulis of previoes siudies show that both
pere MES and fractionsied NES heve ssfimicmbisl efficiescy
with similar polesiialk of acon. Purs NES is 5 simpler, faser
and cheaper prodect 1o produce when compared to fractionated
WIS that demands prpamtion Hme in its process, additicnally
needing equipment and magents. In cases whene lape amounes
af antimicrobials ar= in Bigh demand or mguimd s cemole
locations with difficult scces 1o laborulory equipment, il &
essential thal an antimicrebial is simple and quick o produce.

Chaiwong of af. (2016), analysing the NES of Chrposma
incubated with & swrewr did mol chserve e inhibition of
microhizl growth, on the conbrary, thers was oven growth
induction. Reichiffe i al. (2015} snalysing three species of
Chrysomya, ohssrved that there wis 8 mduction in growd of

& oureay. Masiers of @l (20171, iesied the NES of Cochlismyia
mureliaria, and cbmerved ishibiton of 5. awrew only durisg the
first 2 b this same result was found im our study, where 5 eamrer
was rduced by the NES of C. vicing forup to 4 b On the olber
Bmnd, L. sevicaio NES bas been shown o be mone efficiest in
reduction af §. gureas, inchiding methicillin-resisiant 5. samrer
(MESA) (Mhomas of @, 1999; Bexficld of o, 2004; Bexfisld
ef al., 2008; Rarnes el 30100

This contmdiction in the resuls alsn was oheerved by Bames
el ail (200100 wheo staied that the causes can be varkms, mnging
from different experimenisl lechaiques, size of Bactedial inocu-
hame, a5 well o differeni protocols and diluents ussd in the
extraction of NES. Another would be the ane pre-
mnnlhrﬂun_niﬂnlﬁ'm&}'hlmlulhﬂﬁur
. wicing inlo 53 parts af antimicrobial peptides snd found that
19 of thes pars were respomsile for @ specific respanse o
a given micmorganism. These specific responses happen when
SRCIS COMmE Bt contact with patbogess throuphout cheir lives
and aoquire infocons coeating naiwnd defenoes thet develop
and scommulale in the Bsemolymph, which produce AMP
defence complexes. These complexes comprise afl major fmm-
ﬂ.ﬂdluﬂd.ﬂhﬂknﬂndﬂmﬂumm
pralinz-rich peplides and alloferon sntviml

In concleson, e NES of C. viciur has high astsmiorn-
bial acon sgainsi gram-negative bacieris soch as E coli
and K peeumosioe, moderale action ageiest . albiconr and
shorl-lived action ageinst gram-positive hacleria sach as 5
aavear. Themfor, the NES of C. wicima can be considered o
Earve potzntial as 3 naturad sntibiotic that is simple snd cheap 1o
manufacture,
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