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RESUMEN.- La resistencia bacteriana representa un problema para la salud publica,
especialmente la producida por enzimas llamadas betalactamasas, que bloquean a un
grupo importante de antibidticos, los betalactdmicos, utilizados ampliamente para
el tratamiento de infecciones en seres humanos. Las enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEEs) son las mds preocupantes, pues son un
grupo importante dentro de la etiologfa de las infecciones tanto severas como no severas.
Los carbapenemes son antibiéticos betalactdmicos para el tratamiento de infecciones
causadas por enterobacterias BLEE, que estan resultando ineficientes por el aparecimiento
de cepas resistentes a estos antibiéticos. Ante la escasez de otras opciones terapéuticas,
el presente estudio tuvo como objetivo caracterizar molecularmente carbapenemasas en
enterobacterias y analizar su posible inhibicién con secreciones peptidicas de un bufénido
nativo ecuatoriano. Se caracterizaron 57 enterobacterias resistentes a carbapenemes
de pacientes hospitalizados. Esta poblacién fue caracterizada molecularmente,

KpC’ blaGES’
seguidos por bla,, y bla, .. Todos los aislados fueron inhibidos por

encontrdndose los genes bla bla,,, y bla,,,. Los genes con mayor prevalencia

fueron bla, .y bla
el péptido. La concentracién inhibitoria minima fue 250 ug/ml para Kiebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes y E. cloacae, 125 ug/ml para Morganella morganii,
62.5 ug/ml para Klebsiella oxytoca y Serratia rubidaea y 31.3 ug/ml para Escherichia coli. La
presencia de genes para betalactamasas en elementos mdviles facilita su propagacion.

Por esta razén la importancia de analizar nuevos compuestos antimicrobianos.
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resistencia bacteriana, secreciones peptidicas
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ABSTRACT.- Bacterial resistance to antibiotics represents a major public health problem,
especially resist the one produced by betalactamases enzymes, which block an important
antibiotic group, the betalactamic antibiotics. These antibiotics are widely used for the
treatment of human infections. Extended spectrum betalactamase producing bacteria
(ESBL) are of the greatest concern, since they are an important group in the etiology of
both severe and non-severe infections. Carbapenems are betalactamic antibiotics for
the treatment of ESBL bacterial infections and have become inefficient due to emerging
carbapenem resistant strains. Given the lack of therapeutic options, the aims of this study
were the molecular characterization of carbapenemase producing bacteria and possible
inhibition of this enzyme with peptid secretions of a native Ecuadorian bufonid frog
(Anura: Bufonidae). Fifty-seven carbapenem resistant enteric bacteria from hospitalized
patients were characterized. The blaypc, blacgs, blayy, and blapy genes were molecularly
identified from bacteria. The most prevalent genes were blagpc v blacgs, followed by blayy,
and blayp. Carbapenemase activity from every isolate was inhibited by the bufonid peptide.
The minimal inhibitory concentration was 250 ug/ml for Klebsiella pneumoniae, Serratia
marcescens, Enterobacter aerogenes and Escherichia cloacae, 125 ug/ ml for Morganella morganii,
62.5 ug/ml for Kiebsiella oxytoca and Serratia rubidaea and 31.3 ug/ml for Escherichia coli.
The betalactamase genes present in motile genetic elements facilitate the spread of these
genes in bacterial populations. It is important to analyze new antimicrobial compounds to

combat the spread of antibiotic-resistant bacterial pathogens.

KEYWORDS: betalactamase, carbapenem, minimal inhibitory concentration, bacterial

resistance, peptidic secretions

INTRODUCCION

A nivel mundial, la resistencia anti-
microbiana ha aumentado rdpidamente,
particularmente en el ambiente hospitalario.
Los microorganismos resistentes representan
un grave peligro para la vida de los pacientes

que ingresan con diferentes patologias a los
hospitales (Zurita, 2012; del Rio et al., 2007).

Las infecciones causadas por bacte-
rias gram negativas resistentes traen como

consecuencia alta morbilidad y mortalidad

en pacientes criticamente enfermos. Los
agentes mds cominmente utilizados para
tratar infecciones de bacterias gram
negativas resistentes son los betalactdmi-
cos, fluoroquinolonas, aminoglucésidos,
polimixinas y tigeciclina (Fraimow y Tsigrelis,
2011).

Dentro de los betalactdmicos estén los
carbapenemes que son tradicionalmente
considerados antibiéticos de la dultima

linea de defensa contra bacterias gram
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negativas  resistentes,  especialmente
para aquellos patégenos que producen
betalactamasas de espectro extendido,
BLEE. Sin embargo, el uso excesivo de
estos antimicrobianos generd la aparicion
de resistencia a este grupo de antibidticos
(Findlay et al., 2012). Este tipo de resistencia
se da por la produccién de betalactamasas,
que es el mecanismo mds frecuente de
resistencia bacteriana para este grupo
de antimicrobianos. Estas enzimas son
numerosas, y mutan continuamente en
respuesta a la fuerte presion ejercida
por el uso de antibidticos, lo cual lleva al
desarrollo de nuevasbetalactamasas. Desde
su descripcién inicial, se han identificado
alrededor de 900 betalactamasas y de estas,

mds de 300 son de tipo BLEE (Zurita, 2012).

A pesar de todo el progreso en
el descubrimiento de nuevos agentes
antimicrobianos, la prevalencia de las
bacterias resistentes ha aumentado y
el ndmero de antibidticos aprobados
ha decaido. Debido a las pocas opciones
terapéuticas, se ha iniciado una bisqueda de
compuestos que puedan inhibir el crecimiento
de Las

granulares presentes en la piel de los anuros,

bacterias resistentes. glandulas
sintetizan y almacenan polipéptidos
de de

antimicrobiana. En la piel de los anuros

amplio  espectro actividad
estos péptidos se movilizan rdpidamente
después de una infeccion microbiana y
actdan de una manera 4gil para neutralizar
un amplio rango de microbios. Los anfibios
generan péptidos antimicrobianos (AMPs)
que por sintesis quimica podrian convertirse

en nuevos agentes antimicrobianos con
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caracteristicas superadoras respecto de los
actualmente disponibles (Torcato et al.,
2012; Takahashi et al.,2010).

Los péptidos antimicrobianos son

armas evolutivamente antiguas y su
amplia distribucion en los reinos Animalia
y Plantae sugiere que estos han cumplido
un papel fundamental en el éxito evolutivo
de organismos complejos (Rudi et al., 2010;

Rollins-Smith et al., 2005; Papo y Shai, 2003).

Para poder interactuar con la célula
diana, los AMPs deben pasar por cambios
conformacionales. En el agua, su estructura
debe ser hidrofilica. Sin embargo, cuando
interactian con las membranas, estos
deben exponer una regién hidrofébica al
constituyente lipidico de la membrana

(Urbén et al., 2007; Shai, 2002).

Todos los péptidos deben interactuar
con la membrana citoplasmaética, aunque
su blanco sea intracelular. Actualmente, se
sabe que muchos péptidos antimicrobianos
no causan la permeabilizaciéon de la
membrana en la concentracién minima
efectiva y, sin embargo, causan la muerte
celular. Un creciente ntimero de péptidos
han demostrado translocarse a través de la
membrana y acumularse en el citoplasma,
donde acttian en una variedad de procesos
celulares para mediar la muerte celular.
El AMP buforin II se transloca a través
de la membrana bacteriana sin causar la
permeabilizaciéon y se une tanto al DNA
como al RNA dentro del citoplasma de
E. coli (Jenssen et al., 2006; Hancock y
Chapple, 1999).
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La seleccién positiva sobre los genes
de AMPs es muy comin y resulta en
una gran diversidad funcional de estas
moléculas entre las especies y entre los loci
de muchos taxa (Tennessen y Blouin, 2008).
Por lo tanto, el estudio de los péptidos
antimicrobianos es de gran importancia,
porque tienen gran potencial como base
para el desarrollo de nuevos agentes que
permitan controlar a microorganismos
multirresistentes, hongos, protozoos e
incluso virus. El potencial uso biomédico
de estas secreciones abre un camino en la
btisqueda de soluciones farmacoldgicas a
los problemas de salud ptblica. Ademds,
el estudio de las secreciones de especies
de

importancia, porque aporta otra razén para

endémicas ecuatorianas es gran
la proteccién y conservaciéon de anfibios
que se encuentran en peligro de extincién.

Es por esto que el objetivo de este estudio fue
comprobar la inhibicién de enterobacterias
de

secreciones peptidicas de anfibios nativos

portadoras carbapenemasas con
ecuatorianos, identificacion molecular de
dichas enzimas y determinar su prevalencia
relativa en aislados clinicos obtenidos en

un centro de Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio.- Se analizaron
57 aislados: 28 aislados de Serratia
marcescens, 22 aislados de Kilebsiella
pneumoniae, 2 aislados de Enterobacter

cloacae, y 1 aislado de Klebsiella oxytoca,

Enterobacter — aerogenes, Escherichia  coli,
Serratia  rubidaea 'y Morganella morganii.
Los aislados provienen de pacientes con
diversas patologias atendidos en la red
de salud publica y privada y donados por
Zurita&Zurita Laboratorios.
clinicos bacterianos

Los aislados

fueron  identificados  fenotipicamente

como resistentes a carbapenemes por
Zurita&Zurita Laboratorios, de modo que
la poblacién de estudio del presente andlisis
representa Unicamente a la poblacién
resistente a carbapenemes que fueron

encontrados.

Los aislados se mantienen conser-
vados a -20° C, a -80° C en caldo Infusién
Cerebro Corazén (BHI por sus siglas en inglés
“Brain Heart Infusion”, Difco™), con 30 %
de glicerol y a temperatura ambiente en
agar nutriente, como parte de la Coleccion
Bacteriana Quito Catdlica (CB-QCA).

Deteccién molecular de la presencia
de los genes.- Para la extraccion de DNA
se utiliz6 el equipo comercial de extraccion
Wizard® Plus DNA

Purification System, con sujecién a las

SV Minipreps
recomendaciones del fabricante.
Para la amplificaciéon de cada gen

se utilizaron primers especificos segtn la
Tabla 1.
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Tabla 1

Set de Primers utilizados para la deteccién de los genes

Primer Secuencia

Blanco Referencia

Amplicon

KPC forward CGGAACCATTCGCTAAACTC
KPC reverse GGCCTCGCTGTRCTTGTCAT
GES 1A forward ATGCGCTTCATTCACGCAC
GES 1B reverse CTATTTGTCCGTGCTCAGG
VIM forward GTTTGGTCGCATATCGCAAC
VIM reverse AATGCGAGCACCAGGATAG
IMP forward GAAGGYGTTTATGTTCATAC
IMP reverse GTAMGTTTCAAGAGTGATG

blagpc 738 pb Ifiguez et al., 2010
blaypc 738 pb Ifiguez et al., 2010
blacgs 864 pb Poirel et al., 2000
blaces 864 pb Poirel et al., 2000
blayyy, 500 pb Pitout et al., 2005
blayy 500 pb Pitout et al., 2005
blayp 587 pb Pitout et al., 2005
blayp 587 pb Pitout ef al., 2005

Los programas de amplificacién de
los genes se realizaron en el termociclador
Multigene Gradient 080845 de Labnet
International Inc y fueron disefiados en el
Laboratorio de Microbiologia. El programa
para los genes blaypc y blages consistié en una
denaturacién inicial a 94° C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de denaturacién a 94°
C por 30 segundos, hibridacién de 55° C
durante 30 segundos y extensién de 72° C
por 30 segundos; por dltimo, un periodo de
extension final de 10 minutos a 72° C.

El programa para amplificar los genes
blayy y blapp consistié de una denaturacion
inicial de 95° C por 5 minutos, seguido
de 30 ciclos de denaturacién a 95° C por
1 minuto, hibridizacién de 52° C por 1
minuto y una extensién de 72° C por 2
minutos y un periodo de extension final de
10 minutos a 72° C.

Los productos de la PCR fueron
(125 V,
50 minutos) en geles de agarosa al 1 %

analizados por electroforesis
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diluidos en tampén TBE (1X), en tampén
de corrida TBE (0.5X). Se empleé como
marcador de peso molecular ADN de
100 pb (Invitrogen). La tincién del gel se
realizé con SYBR® Gold (Invitrogen™) y
la visualizacién de las bandas se realiz6 en
el sistema de captura de imagen Molecular
Imager® Gel Doc™ XR+ (BIO-RAD).

Extraccion de la secrecion peptidica
de una especie de bufénido.- La extraccion
de la secrecion peptidica se realiz6 en
32 individuos pertenecientes a la familia
Bufonidae preservados en la Balsa de los
Sapos dela PUCE. Todo el péptido obtenido
de los individuos fue reunido y probado
como uno solo. No hubo diferenciacién ni
por individuo ni por generacion.

Para la extraccion peptidica se
estimul6 a la rana mediante masajes a lo
largo del dorso durante 30 segundos y luego
un lavado de 30 segundos con agua MiliQ;
este proceso se repitié 3 veces para poder

recolectar la mayor cantidad de secrecién
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posible. Los péptidos diluidos fueron
colectados en una caja Petri y congelados a
-80° C para su posterior liofilizacién, para
poder realizar los ensayos de sensibilidad
antibidtica. Esto se realiz6 en la Balsa de los
Sapos de la PUCE.

La liofilizacién se ejecuté en el
Laboratorio de Citogenética de Anfibios
de la PUCE en el equipo VirTis adVantage
Plus con un programa de 16 horas disefiado
en el laboratorio especificamente para

péptidos catiénicos.

Determinacion de la concentraciéon
inhibitoria minima (CIM) de la secrecion
cutianea del bufénido.- Se utilizé la técnica
de microdilucién en caldo. Se realizaron
10 diluciones seriadas (2000 ug/ml, 1000
ug/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 ug/
ml, 62.5 ug/ml, 31.3 ug/ml, 15.6 ug/ml,
7.8 ug/ml y 3.9 ug/ml) de los péptidos
diluidos en 0.01 % de 4cido acético y 0.2 %
de Albtiimina Sérica Bovina (BSA por sus

siglas en inglés “Bovine Serum Albumin”,

Invitrogen) (Wiegand et al., 2008).

El resultado fue leido en un lector
de ELISA en el Centro de Investigacion
de Enfermedades Infecciosas (CIEI) de la
PUCE a una longitud de onda de 620 nm.

Analisis estadistico.-Se realiz6 un
ANOVA de un factor, una regresiéon Probit
y una transformacién de datos en el pro-
grama estadistico PASW Statistics version
18 (Sanchez-Otero, 2010).

RESULTADOS

Deteccion molecular de la presencia
de los genes.- La visualizaciéon de la
PCR permiti6 identificar las diferentes
bandas de los cuatro genes analizados.
Al compararlas con la escalera de peso
molecular se pudo evidenciar una banda de
738 pb que corresponde al gen blaypc, una
banda de 864 pb perteneciente al gen blaggs,
una de 500 pb del gen blayy, y una de 587

pb que corresponde al gen blayp (Figura 1).

2000 pb 2000 pb

2000 pb 2000 pb

Figura 1. Geles representativos de la amplificacién de los genes correspondientes a la resistencia a los car-
bapenemes. 1a. Genes blaggg y blaygp en los aislados clinicos. 1'y 4, marcador de peso molecular (100 -2000
pb); 2, gen bla g con un peso molecular de 864 pb; 3, bla,p,- con un peso molecular de 738 pb. 1b. Genes
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blay,y, y blag,p en los aislados clinicos. 1y 4, marcador de peso molecular (100-2000 pb); 2, gen blay;,, con

un peso molecular de 500 pb; 3, gen bla, ., con un peso molecular de 587 pb.

De los 57 aislados analizados, 52 (91.2 %)
presentaron el gen blapc, 5 (8.7 %) el gen
blacgs, 4 (7.0 %) el gen blayy, y Gnicamente

1 aislado (1.8 %) present6 el gen blayp
(Figura 2), con inclusién de los primeros

registros de resistencia a carbapenemes para

91.4%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Porcentaje

8.6%

blapc blaggs

Genes codifi

n=58

6.9% 1.7%

blayy, blayy,
de betalact

Figura 2. Frecuencia en la presencia de genes codifica

ntes para betalactamasas en los aislados hospitalarios

analizados entre noviembre de 2009 a mayo de 2012. Esta poblacién fue previamente seleccionada y solo se
encuentran los aislados resistentes a carbapenemes durante el periodo de andlisis.

Serratia marcescens, Escherichia coli, Morganella
morganii, Enterobacter aerogenes y Enterobacter
cloacae. En 9 ocasiones se encontré mas de un

gen en la misma cepa bacteriana.

De los 52 aislados que presentaron

resistencia a los carbapenemes, 24 (46.1 %)

pertencen a Serratia marcescens, 22 (42.3 %)
son Klebsiella penumoniae y Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes, Morganella
morganii, Escherichia coli, Serratia rubidaea y
Klebsiella oxytoca presentan Unicamente un

aislado (1.9 %) cada uno (Figura 3).

50% 453%

45%

35%

30%

25%

20%

15%

10%

<
=

Enterobacter cloaceae
2
2

Enterobacter aerogenes . .

Serratia marcescens
Klebsiella penumoniac |

Morganella morganii
Klebsiella oxytoca

Pseudomonas aeruginosa

Figura 3. Porcentaje de aislados hospitalarios resisten

tes a carbapenemes por especie.
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Determinacion de la concentracion
inhibitoria minima 50 (CIM-50) de la
Se

analizaron 57 bacterias de aislados clinicos

secrecion cutdnea del bufdnido.-

con secreciones peptidicas provenientes de
32 individuos pertenecientes a la familia

Bufonidae.

Los resultados de los valores del
péptido que eliminan a por lo menos el
50 % de las bacterias, mostraron que para
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
y Enterobacter, tanto E. aerogenes como
E. cloacae, el valor es de 250 ug/ml, para
Morganella morganii el valor de la CIM-50
es de 125 ug/ml, para Klebsiella oxytoca y
Serratia rubidaea es de 62.5 ug/ml y para
Escherichia coli es de 31.3 ug/ ml como se

puede ver en la Figura 4.

Los resultados del ANOVA mostraron
que no existen diferencias entre los grupos
con una significacién de 0.154 en los datos
transformados y una significacién de 0.830
en los datos originales. El andlisis se realizé
entres especies: Klebsiella pneumoniae, Serratia
marcescens 'y Enterobacter cloacae, debido
a que las especies Enterobacter aerogenes,
Morganella morganii, Klebsiella oxytoca 'y
Serratia rubidaea presentaron Unicamente
un aislado clinico y las pruebas estadisticas

requieren, para estas especies, de méds datos.

DISCUSION

A pesar que la resistencia antibiética
ha sido motivo de preocupaciéon desde la
introducciéon de la penicilina, las tltimas
dos décadas han mostrado un aumento

significativo en laresistencia, especialmente

250.0 250.0

250.0
250,0

200,0

150,0

100,0

Concentracién peptidica (ug/ml)

e
=)

0,0

i

iae

Klebsiella pneumon
Serratia marcescens
Enterobacter
Morganella morgan.

125.0

62.5 62.5 62.5
l l l i

Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella oxytoca
Serratia rubidea
Escherichia coli

Figura 4. Figura representativa de la Concentracién Inhibitoria Minima 50 de la secrecién peptidica de un

bufénido para las especies analizadas.
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relacionada con los betalactdmicos. Esta
resistencia se ha convertido en la principal
preocupacién tanto dentro como fuera del
ambiente hospitalario (Bush, 2010).

Se ha demostrado que las entero-
bacterias, Pseudomonas aeruginosa y otras
bacterias gram negativas, productoras de
betalactamasas, son responsables de hasta
un 60 % de las muertes en sujetos interna-
dos en la unidad de cuidados intensivos
(del Rio et al., 2007; Walther-Rasmussen y
Hoiby, 2007).

En vista de este alto porcentaje de
mortalidades es necesaria la identificacién
genética de la resistencia a carbapenemes.
Los resultados de este estudio demuestran
que, dentro de la poblacién previamente
de

carbapenemasas, hay una frecuencia de

seleccionada como  productora
91.2 % de bacterias con el gen blaypc. A pesar
que en el afio 2007 Walther-Rasmussen
et al., determinaron que la presencia
de

predomina en Norteamérica,

enzimas tipo serin-betalactamasas
Asia 'y
Europa, es necesario recalcar que las
enzimas KPC son las mds frecuentes dentro
del grupo y con mayor diseminacién entre
Enterobacterias (Zurita, 2012; Nguyen
et al., 2010), como fue sefialado en el alerta
realizado por Argentina, que en el afio 2010
encontraron una prevalencia del 86.0 % de
patégenos portadores de KPC en todos los

aislados clinicos del afio (Malbrén, 2010).

El gen blaggs fue identificado en 5
(8.7 %) de los aislados portadores de genes

que codifican para serin-betalactamasas.
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Este gen se encuentra principalmente en
Pseudomonas aeruginosa; sin embargo, se
han encontrado bacterias de la familia
Enterobacteriaceae que presentan este gen.
La frecuencia (8.7 %) de la presencia de este
gen concuerda con andlisis de prevalencia
de carbapenemasas que revelan su poca
frecuencia en Latinoamérica, como se
ha mencionado previamente (Walther-

Rasmussen y Hoiby, 2007).

En cuanto a los genes blayy y blayy
que codifican para metalo-betalactamasas,
se encontré una frecuencia de 7.0 % y
1.8 %; respectivamente. Estos resultados
concuerdan con estudios en donde plantean
que las enzimas metalo-betalactamasas
se han expandido rdpidamente alrededor
del mundo y dentro de estas se destacan
dos grupos principales comunes: VIM
e IMP. El grupo VIM, especialmente
la variante VIM-2, es el que se aisla de
manera predominante en todo el mundo,
con inclusion de Latinoamérica. Ademds, a
pesar que la produccién de IMP se ha visto
incrementada en América en los tdltimos
afios, en paises como Argentina, Chile,
Colombia y Ecuador, la frecuencia de esta
enzima continia menor que la de VIM
(Zurita, 2012; Colén et al., 2009).

Debido al aumento de la resistencia a
antimicrobianos, especialmente a carbepe-
nemes en enterobacterias, en este estudio
se analiz6 la actividad antimicrobiana de
las secreciones peptidicas de una especie
perteneciente a la familia Bufonidae, en
contra de las bacterias previamente iden-

tificadas como productoras de carbape-
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nemasas. Estas secreciones en bufénidos
pueden contener esteroides como bufoge-
ninas y bufotoxinas que estdn involucradas
en la defensa quimica en contra de micro-

organismos (Jared et al., 2009).

En los resultados de la CIM-50 de las
secreciones con las diferentes bacterias, po-
demos ver que para Klebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens y Enterobacter, tanto E.
cloacae como E. aerogenes, el valor es de

250 pg/ml, el més alto del estudio.

En el caso de Klebsielln pneumoniae
y Enterobacter, tanto E. aerogenes como E.
cloacae, estas cuentan con una cdpsula de
polisacdridos (mds gruesa en Kilebsiella)
que las hace mds impermeables hacia
diferentes proteinas. Ademds, al ser esta
cdpsula mucosa, dificulta el movimiento
del péptido hacia la membrana externa
con explicacion del alto valor de CIM-50
necesario (250 ug/ml).

Los andlisis estadisticos muestran
que no existe diferencia significativa entre
los grupos; es decir que el comportamiento
basico de las tres especies analizadas frente

al péptido es similar.

Morganella morganii, Klebsiella oxytoca,
Serratia rubidaea y Escherichia coli presentan
un valor de CIM que se encuentra entre
31.5 ug/ml y 125.0 ug/ml; en estos casos
al tener iinicamente un aislado clinico no
es posible realizar pruebas estadisticas
que ayuden a agrupar a estas especies de
acuerdo con su comportamiento frente al

péptido antimicrobiano.

Este estudio representa el primer
reporte de actividad antimicrobiana de
la secreciéon peptidica de esta especie y
fue basado en la investigacion realizada
por Caicedo (2007) en el cual se utilizé
la secrecién cutdnea de una especie de
la familia Hylidae y demostr6 su alta
actividad antimicrobiana a concentraciones
desde 2000 ug/ml.

Sinembargo, Caicedo (2007) establecié
que aquellas bacterias con CIM-50 peptidica
igual o menor a 250 pg/ml se consideraban
como cepas inhibidas por las secreciones
peptidicas y que cada bacteria reacciona de
manera independiente a las secreciones. En
base a esto se puede determinar que todas
las bacterias analizadas son inhibidas por
las secreciones peptidicas del bufénido
con una CIM igual o menor a 250 ug/
ml. Estudios previos de Chuang 2012,
demuestran que los péptidos extraidos
de individuos de la familia Hylidae no
solo eliminan bacterias sino que también
las

destruyen células cancerigenas a

mismas concentraciones (250 ug/ml).

Estos resultados pueden dar paso a
estudios posteriores que puedan purificar
la secrecién total de la piel de los anfibios
pertenecientes a la familia Bufonidae y asf
identificar las moléculas presentes en la
secrecion cutdnea. Una vez identificados
los componentes de la secrecién, se pueden
sintetizar moléculas andlogas con mayor
actividad antimicrobiana. Dentro de esta
familia existe la produccién de un péptido
antimicrobiano llamado Buforin II, que

destruye a la célula e impide la producciéon
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de proteinas y la sintesis de DNA (Wang,
2010). Las moléculas sintetizadas de Buforin
II muestran una actividad antimicrobiana,
con CIM menor a 4 ug/ml (Cho et al,
2009). Ademds, las dermaseptinas son
una familia de péptidos aislados de varias
ranas del género Phyllomedusa spp. Los
derivados sintéticos de la dermaseptina,
como la dermaseptina 54 tienen actividad
antimicrobiana con CIM menores a 100
ug/ml (Zairi et al., 2007). Estos ejemplos
demuestran la necesidad de continuar con
estudios que permitan, a futuro, sintetizar
nuevos compuestos derivados de moléculas
secretadas de bufénidos que tengan el
potencial de eliminar bacterias a menores

concentraciones inhibitorias minimas.

En vista de la gravedad a la cual

nos estamos enfrentando actualmente
con la resistencia bacteriana en ambientes
de

resistencia

hospitalarios y al alto potencial

transmision de cepas con
antibiéticamultiple, sepuedecomprenderla
importancia de la bisqueda de compuestos
con potencial actividad antimicrobiana,
que sean esperanzadores para ayudar
a controlar este problema. Este estudio
pretende ayudar a proveer informacién
acerca de una posible fuente de agentes
antimicrobianos que ayuden a minimizar
este problema, ademds de ampliar la
investigacion de la resistencia bacteriana
en el Laboratorio de Microbiologia de
la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador. Adicionalmente, el contar con
secreciones de una especie de anfibio
endémica del Ecuador, puede ayudar a

crear una conciencia de conservacidon en
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la gente y a prevenir la destruccién de sus
hébitats.

CONCLUSIONES

*Los del
estudio representan el primer reporte
de de

secreciones peptidicas de una especie de

resultados presente

actividad antimicrobiana las
bufénido con enterobacterias resistentes
a los carbapenemes. Todos los aislados
inhibidos por

secrecion cutdnea del bufénido.

estudiados fueron la

* Los genes que codifican para serin-
carbapenemasas blaypc y blages fueron
identificados con mads frecuencia (91.2 %
y 8.7 %) que aquellos que codifican para
metalo-betalactamasas (7.0 % blayy y
1.8 % blapp).

* Este estudio demuestra por primera
vez en el Ecuador, genes que codifican
KPC en especies como Serratia marcescens,
Escherichia  coli,

Morganella  morganii,

Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae.
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