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1 RESUMEN

La aparicion de la resistencia bacteriana ha sido motivo constante de
preocupacion, ya que en las Ultimas dos décadas ha aumentado
significativamente; especialmente la relacionada a los betalactamicos. Las
betalactamasas constituyen el mayor mecanismo de defensa en contra de drogas
en anillos betalactamicos. El objetivo de este estudio fue analizar la inhibicion a
los carbapenemes en aislados clinicos provenientes de Hospitales del Ecuador
con secreciones peptidicas de Atelopus elegans y la identificacion genotipica de
los principales genes que confieren resistencia a los carbapenemes. La poblacion
de estudio incluye Unicamente a aquellos resistentes a carbapenemes entre los
anos 2009 y 2012. De los 58 aislados analizados, 91,4% presentaron el gen
blakec, 8,6% el gen blages, 6,9% el gen blaym y 1,7% presento el gen blajpe. En
las pruebas de inhibicién peptidica se vio que todos los aislados son inhibidos por
péptido, la concentracién inhibitoria minima necesaria para matar al 50% de las
bacterias fue de 250,0 ug/ml para Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
Enterobacter aerogenes y E. cloaceae, seguido de Morganella morganii con una
concentracion de 125,0 pg/ml, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca y
Serratia rubidea con un valor de 62,5 pg/ml y finalmente Escherichia coli con una
concentracion inhibitoria minima de 31,3 pg/ml. La prevalencia de enzimas tanto
tipo serin betalactamasas como metalo betalactamasas es relativamente baja en
Latinoamérica, sin embargo la presencia de sus genes en elementos moéviles
facilita su propagacion a otras bacterias. Por esta razon la importancia de analizar
nuevos compuestos con actividad antimicrobiana.

Palabras clave: carbapenemes, resistencia bacteriana, betalactamasas,

secreciones peptidicas, concentracion inhibitoria minima.
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2 ABSTRACT

The bacterial resistance appearance has been a major concern, since in
the last two decades there has been a significant increase of resistance, specially
related to betalacmic antibiotics. The betalactamases are the primary defense
mechanism against betalactamic drugs. The main objective of this study was to
analyze the genotypic profile of the carbapenem resistance of clinical isolates and
their possible inhibition with peptidic secretions of Atelopus elegans. The study
subjects includes only the carbapenem resistant isolates between the years of
2009 and 2012. Out of the 58 analyzed isolates, 91,4% presents the blaxpc gene,
8,6% the blaces gene, 6,9% the blaym gene and 1,7% presented the blajye gene.
The peptidic inhibition test, showed that every isolate were inhibited by the
peptide, with a highest peptide concentration necessary to kill at least 50% of the
bacteria of 250,00 pg/ml for Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
Enterobacter aerogenes and E. cloaceae, followed by Morganella morganii with a
concentration of 125,0 ug/ml, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca and
Serratia rubidea with a value of 62,5 pg/ml and finally Escherichia coli with a
minimal inhibitory concentration of 31,3 pg/ml. The prevalence of serin
betalactamases and metalo betalactamases enzymes is relatively low in Latin-
America, although the presence of their genes on mobile elements facilitates their
propagation to other bacteria. This is way is very important to analyze new

compounds with antimicrobial activity.

Key words: carbapenemes, bacterial resistance, betalactamases, peptide

secretions, minimal inhibitory concentration.
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3 INTRODUCCION

3.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La resistencia antimicrobiana se define como la disminucion en la habilidad
de un agente antimicrobiano de matar o inhibir el crecimiento de un
microorganismo. A nivel mundial, la resistencia antimicrobiana ha aumentado
rapidamente, particularmente en el ambiente hospitalario. Los microorganismos
multirresistentes 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).

Existen tres principales tipos de resistencia: (1) la resistencia intrinseca que
es una caracteristica inherente de una especie como resultado de la falta de
actividad de una droga o de una clase de drogas. Esta se puede dar debido a la
falta de sitio blanco antimicrobiano apropiado, la inhabilidad de la droga para
acceder al sitio blanco o por la presencia de enzimas inactivadoras de
antimicrobianos. (2) La resistencia circunstancial que se refiere a la disparidad
entre la actividad "in vitro" e "in vivo". Los antibioticos que son activos "in vitro" no
necesariamente son efectivos clinicamente, debido a la inhabilidad de penetrar de
la droga a lugares protegidos como el liquido cefalorraquideo, o la inactividad de
la droga a bajos pH o al ambiente anaerobio. (3) La resistencia adquirida que se
refiere al cambio en caracteristicas fenotipicas de un patégeno, dando como
resultado la disminucién en la efectividad de una droga previamente activa. Este

tipo de resistencia es una consecuencia nhatural de microorganismos
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genéticamente adaptables en respuesta a las presiones selectivas de los agentes
antimicrobianos (en este caso codificada en el material genético cromosémico) o
por la adquisicion de estas caracteristicas agrupadas en elementos genéticos
moviles (resistencia codificada por plasmidos) (Fraimow y Tsigrelis, 2011; Vignoli
y Seija, 2002). La resistencia microbiana adquirida ha estado presente en el
campo de las enfermedades infecciosas desde el descubrimiento de la penicilina.
Sin embargo, los plasmidos de colecciones bacterianas que datan de la era pre-
antibioticos, poseen genes de resistencia a los antibidticos. Estos resultados
sugieren que la presencia de antibioticos es una importante fuerza selectiva en la
evolucion y en la propagacion de genes de resistencia y puede contribuir de

manera significativa en la alteracion de la microbiota natural (Bhullar et al., 2012).

Muchos de los avances del desarrollo de drogas antimicrobianas han
resultado de los esfuerzos para combatir los mecanismos de resistencia que
hacen a los agentes existentes obsoletos, buscando asi nuevas moléculas que

prometen ser mas efectivas (Kanj y Kanafani, 2011).

Las infecciones causadas por bacterias Gram negativas multirresistentes
traen como consecuencia alta morbilidad y mortalidad en pacientes criticamente
enfermos; es por esto que es crucial que los médicos en cuidados intensivos
conozcan los conceptos claves de la resistencia de bacterias Gram negativas

(Fraimow y Tsiegrelis, 2011).

Un factor que contribuye a los diferentes mecanismos de resistencia entre

bacterias Gram negativas y Gram positivas es la diferencia en la estructura
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celular. Las Gram negativas poseen una membrana externa que no esta presente
en bacterias Gram positivas. Esta membrana funciona como una barrera
selectiva, y sus propiedades de permeabilidad determinan si los antimicrobianos
pueden entrar a la célula bacteriana. En general, pequefias drogas hidrofilicas
como los betalactamicos, fluoroquinolonas y tetraciclinas se difunden a través de
la membrana externa por medio de las porinas, mientras que los antibiéticos
hidrofébicos como los aminoglucésidos y las polimixinas se difunden directamente
a través de la membrana lipidica. Los agentes mas comunmente utilizados para
tratar infecciones de bacterias Gram negativas multirresistentes son justamente
los betalactamicos, fluoroquinolonas, aminoglucésidos, polymixinas y tigeciclinas

(Fraimow y Tsigrelis, 2011).

Otra diferencia estructural entre bacterias Gram negativas y Gram positivas
es la capa gruesa de peptidoglicano en bacterias Gram positivas, que es
aproximadamente 90 veces mas gruesa que la capa de peptidoglicano de las

bacterias Gram negativas (Fraimow y Tsigrelis, 2011).

3.2 CARBAPENEMES

Los carbapenemes son derivados de la tienamicina, un antibiético natural
producido por el microorganismo de suelo Streptomyces catleya (Knapp y English,
2001). Los carbapenemes son una clase relativamente nueva de antibiéticos
betalactamicos de amplio espectro, es decir, son capaces de actuar sobre
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estan relacionados estructuralmente

con las penicilinas y con las cefalosporinas, cuyo mecanismo de accion se basa
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en la inhibicion de la sintesis de la pared celular del microorganismo, debido a su
alta afinidad por la proteina de unién a la penicilina, PBP, que transporta a las
transpeptidasas que establecen los enlaces peptidicos de la pared celular (Findlay
et al., 2012). Se diferencian de las penicilinas en una sustitucion de un atomo de
sulfuro por un carbono en la posicion 1 y por la presencia de doble enlace entre

C-2yC-3.

Los carbapenemes son tradicionalmente considerados antibidticos de la
altima linea de defensa en contra bacterias Gram negativas multirresistentes,
especialmente para aquellos patdogenos que producen betalactamasas de
espectro extendido, BLEE. Sin embargo, el uso excesivo de estos antimicrobianos
puede inducir a la aparicion de resistencia a este grupo de antimicrobiano (Findlay

et al., 2012).

Desafortunadamente, en el afio 2001 se reporté por primera vez aislados
de Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas que hidrolizan a los
carbapenemes (KPC) en California del Norte. Para el 2004 se registraron los
primeros brotes de KPC en Nueva York. En el afio 2005 se realizd el primer
aislamiento clinico de esta bacteria fuera de Estados Unidos, en Francia,
alrededor del afio 2006 se detectd un brote en Colombia y Argentina, el siguiente
afo se registré la presencia de esta bacteria en Israel. En los afios 2007 y 2008
se registraron brotes en Puerto Rico y Brasil (Nguyen et al., 2010). En el afio 2010
ifiguez et al. registraron el primer caso de esta bacteria en el Ecuador, en

Azogues.
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Las bases moleculares de la resistencia a los carbapenemes han sido
caracterizadas en Pseudomonas aeruginosa e incluyen el reclutamiento de
nuevas betalactamasas, o modificaciones especificas de las enzimas existentes,
alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa debido a la disminucion
de canales proteicos especificos, aumento de la expresiéon de bombas de eflujo,

y/o modificaciones en los contenidos de la PBP (Mussi et al., 2005).

3.3 BETALACTAMASAS

Los agentes antimicrobianos del grupo de los betalactdmicos son los mas
comunes para el tratamiento de las infecciones bacterianas y la produccion de
betalactamasas es el mecanismo mas frecuente de resistencia bacteriana para
este grupo de antimicrobianos. Estas enzimas son numerosas, y mutan
continuamente en respuesta a la fuerte presion del uso de antibioticos, lo cual
lleva al desarrollo de nuevas betalactamasas. Desde su descripcion inicial, se han
identificado alrededor de 900 betalactamasas y de éstas mas de 300 son de tipo

BLEE (Zurita, 2012).

Las betalactamasas son enzimas que destruyen la actividad antimicrobiana
de los antibidticos betalactamicos como las penicilinas (carbapenémicos) vy
cefalosporinas, hidrolizando el enlace amida del anillo betalactamico. Este anillo
es el grupo acilante quimicamente reactivo de la molécula y que esta implicado en

la modificacion del sitio activo de las cadenas laterales de la PBP (Walsh, 2003).
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Las betalactamasas se dividen en cuatro clases llamadas A, B, Cy D de
acuerdo a la clasificacion propuesta por Ambler en 1980 segun los mecanismos
de interaccion enzima-sustrato y su secuencia aminoacidica (Zurita, 2012;

Matagne et al., 1998).

Las clases A, C y D son enzimas que cuentan con un residuo de serina en el
sitio activo, con similaridades tanto de arquitectura como de mecanica con las
PBP, sugiriendo una evolucion a partir de estas proteinas. Mientras que las
betalactamasas de clase B requieren del Zinc como cofactor para poder realizar

su actividad catalitica (Walther-Rasmussen y Hoiby, 2007).

3.3.1 BETALACTAMASAS CLASE A

Las betalactamasas de clase A, también conocidas como serin
betalactamasas, son las enzimas mas ampliamente distribuidas y son
responsables de numerosas fallas en el tratamiento de enfermedades infecciosas.
Dentro de este grupo se pueden identificar cinco miembros: Guiana extended-
spectrum (GES), Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC), Serratia
marcescens enzyme (SME), imipenemase (IMI) y non-metallocarbapenemase-A
(NMC-A). Las enzimas SME, IMI y NMC-A son codificadas en el cromosoma
bacteriano, mientras que las enzimas GES y KPC son codificadas en plasmidos

(Queenan y Bush, 2007; Matagne et al., 1998).

Las enzimas SME se han encontrado exclusivamente en Serratia

marcescens y fueron descritas por primera vez en 1982. SME-1 tiene un amplio
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espectro de hidrdlisis que incluye a las penicilinas, cefalosporinas, aztreonam y
carbapenemes. Desde su descubrimiento en Londres, Inglaterra, se han
encontrado aislados de Serratia marcescens que expresan también otras
variantes del gen, SME-2 y SME-3, en los Estados Unidos. En las tres décadas
desde su aparicion, las infecciones por SME han sido extremadamente raras

(Adler y Cameli, 2011; Queenan et al., 2006).

Las enzimas IMI/NMC-A forman dos subgrupos, IMI y NMC-A,
respectivamente. Las enzimas NMC-A se diferencian por una sustitucion de ocho
aminoacidos de las dos variantes de enzimas IMI encontradas. La primera
variante, IMI-1, fue descrita por primera vez en 1982 en California, Estados
Unidos, a partir de una cepa de Enterobacter cloaceae, y en el 2001 se encontro
la segunda variante, IMI-2, en Hangzhou, China. Por otro lado, la enzima NMC-A
fue identificada por primera vez en Paris, Francia y posteriormente fue descrita en
Buenos Aires, Argentina en el 2000, y en Washington, Estados Unidos, en el
2003. Estas dos enzimas han sido agrupadas en un mismo miembro de las
betalactamasas debido a que tienen una similitud aminoacidica del 97%

(Queenan y Bush, 2007; Walther-Rasmussen y Hoiby, 2007).

La enzima GES fue descrita por primera vez en 1998 en Guiana, Francia, a
partir de un aislado de Klebsiella pneumoniae y se la denominé GES-1.
Actualmente la familia de enzimas GES cuenta con nueve miembros diferentes,
de los cuales solo cuatro, GES-1, -2, -4 y -5, tienen actividad enzimatica hacia los
carbapenemes. Estas enzimas se han encontrado principalmente en

Pseudomonas aeruginosa, sin embargo, se ha descrito su presencia también en
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miembros de la familia Enterobacteriaceae. El gen blages se ha encontrado como
gen "cassette" dentro de estructuras genéticas llamadas integrones (Walther-

Rasmussen y Hoiby, 2007).

El dltimo grupo de betalactamasas abarca a las enzimas KPC. Estas
enzimas son las mas frecuentes de la clase A y son principalmente codificadas en
plasmidos. Fueron descritas por primera vez en 1996 en Carolina del Norte,
Estados Unidos. Actualmente existen alrededor de once variantes reconocidas de
KPC, siendo las variantes KPC-2 y -3 las mas frecuentemente encontradas en los
aislados de Klebsiella pneumoniae. Sin embargo el gen blakpc se ha diseminado
hacia otras especies de Enterobacterias (Andrade, 2011; Nguyen et al., 2010;

Woodford et al., 2008; Yigit et al., 2001).

Estudios bioguimicos de KPC muestran que estas enzimas son capaces de
hidrolizar todas las moléculas betalactdmicas incluyendo penicilinas,
cefalosporinas y aztreonam. Los analisis genéticos del gen blaxpc muestran que la
movilidad de estos caracteres estd asociada con la diseminacién de cepas,
plasmidos conjugativos y transposones. El hecho de que diferentes especies
bacterianas y diferentes clones de K. pneumoniae tengan KPC betalactamasas es
evidencia de la rapida y facil propagacion de estas enzimas (Nordmann et al.,

2009).
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3.3.2 BETALACTAMASAS CLASE B

También conocidas como metalo betalactamasas (MBLS), son enzimas que
no tienen ninguna similaridad de secuencia o estructura con las enzimas tipo
serina de las clases A, C y D debido a que requieren de la presencia de Zinc
(Zn?**) para iniciar la actividad hidrolitica. Estas enzimas confieren resistencia
hacia carbapenemes comercialmente disponibles, ademas de cefalosporinas y
penicilinas, pero no contra el aztreonam. Se han determinado cuatro grupos
principales de MBLs: Verona integron-encoded metallo betalactamase (VIM),
active on Imipenem (IMP), German imipenemase (GIM), Sao Pablo metallo
betalactamase (SPM) y Seoul imipenemase (SIM). Debido a que se pueden
encontrar tanto en el cromosoma bacteriano como en plasmidos, son producidas
por patdgenos clinicos comunes, y debido a la presion selectiva para estas
enzimas es posible que la prevalencia de las MBLs continle aumentando (Zurita,

2012; Queenan y Bush, 2007; Tolson et al., 1997).

3.3.3 BETALACTAMASAS CLASE C

Este tipo de enzimas se conocen como betalactamasas tipo AmpC y
pueden ser inducidas por la exposiciébn a antibioticos betalactamicos. Esto se
debe a la presencia de un gen regulador denominado AmpR, el cual en
condiciones de crecimiento normal tiene la funcion de reprimir la expresion de
AmpC. Cuando la bacteria es expuesta al betalactamico, el antibidtico causa la
disrupcién de la pared celular con produccién en aumento de muropéptidos en el

citoplasma, los cuales bloquean la expresion del gen AmpR vy, al estar bloqueado
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este, se pierde su efecto represor sobre AmpC, con una sobreproduccion de
betalactamasas clase C y convierte bacterias inicialmente sensibles en variantes
resistentes. El acrénimo “AMPCES” representa a las bacterias que producen este
tipo de enzimas: Acinetobacter, Morganella, Proteus/Providencia, Citrobacter,
Enterobacter y Serratia. Sin embargo estas enzimas han sido reportadas también
en Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Mycobacterium
smegmatis. Las betalactamasas tipo AmpC hidrolizan cefalosporinas,

cefamicinas, penicilinas y monobactamicos (Zurita, 2012; Jacoby, 2009).

3.3.4 BETALACTAMASAS CLASE D

Son conocidas como betalactamasas de tipo OXA, son débilmente activas
frente carbapenemes y son, en gran parte, limitadas a Pseudomonas vy
Acinetobacter y muy raramente se han detectado en enterobacterias. Estas
enzimas se han encontrado en el cromosoma bacteriano o0 en integrones y se
desconoce si en realidad se convertiran en importantes causas de la resistencia
en otras bacterias ademas de Acinetobacter. Sin embargo, es importante
continuar con la investigacién de estas enzimas, debido a que podrian tener la
misma relevancia clinica que poseen otras betalactamasas (Zurita, 2012; Ayala,

2011; Paetzel et al., 2000).

3.4 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

La resistencia antimicrobiana es uno de los problemas de salud publica

mas importantes. Se estima que el 70% de las bacterias son resistentes a por lo

menos un antibiético de los que se prescriben hoy en dia Takahashi et al. (2010).
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A pesar de todo el progreso en el descubrimiento de nuevos agentes
antimicrobianos, la prevalencia de las bacterias resistentes ha aumentado y el
namero de antibioticos aprobados ha decaido. Sin embargo, existen péptidos de
defensa del hospedero (HDPs) o péptidos antimicrobianos (AMPS) que tienen el
potencial de desarrollar una nueva generacion de agentes antimicrobianos que
sean mas efectivos y que tengan menos efectos secundarios (Torcato et al.,

2012).

La piel de los anfibios ha mostrado ser una fuente importante de péptidos
antimicrobianos genéticamente codificados, con mas de 900 péptidos aislados de
la familia Hylidae en Sudamérica y Europa, y la familia Ranidae en Asia y América
del Norte. Mas de 80 péptidos se han aislado de 12 individuos pertenecientes a
los géneros: Agalychnis, Cruziohyla, Hylomantis, Pachymedusa, Phasmahyla,

Phyrynomedua y Phyllomedusa (Amiche et al., 2008).

Los péptidos antimicrobianos actian como respuesta no especifica del
sistema que se complementa con la respuesta inmune altamente especifica en
todos los organismos, incluyendo plantas y humanos. Las glandulas granulares
presentes en la piel de los anuros, sintetizan y almacenan polipéptidos de amplio
espectro de actividad antimicrobial. Estos péptidos se movilizan rapidamente
después de una infeccion microbiana, y actian de una manera &gil para
neutralizar un amplio rango de microbios. Esta respuesta rapida es crucial, ya que
la activacion de la respuesta inmune ocurre relativamente despacio en
comparacion con el potencial de proliferacion de los patdogenos. Los péptidos

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

al., 2005; Papo y Shai, 2003).

Los diferentes AMPs pueden ser divididos en varios grupos basandose en
su longitud, estructuras secundarias y terciarias y en la presencia de puentes de
disulfuro. Sin embargo, la mayoria de los péptidos comparte ciertas propiedades:
su tamafo varia de 9 aminoacidos a 100 aminoacidos, su carga neta es positiva,
son hidrofébicos, flexibles y usualmente se activan en la membrana.
Adicionalmente, la mayoria de ellos son lineares con un potencial de formar
estructuras anfipaticas tipo a-hélice u hoja plegada 3, mientras que otros son
ciclicos debido a la presencia de uno o0 mas enlaces tioéteres o de disulfuro y
estos pueden adoptar también las estructuras tanto de a-hélice, hoja plegada 8 o

ambas (Anexo 1) (Jenssen et al., 2006; Papo y Shai, 2003; Shai, 2002).

Para poder interactuar con la membrana 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
region hidrofébica al constituyente lipidico de la membrana. Esto puede lograrse
de maneras generales: (1) Un péptido monomérico que adopta una estructura al
azar en una solucion y adquiere una estructura anfipatica cuando llega a la
membrana; (2) el péptido forma oligomeros en solucion de tal manera que la
region hidrofébica se encuentre en el lumen del oligdmero y la region hidrofilica
esta expuesta a la solucién. Cuando llega a la membrana la organizacion se

revierte, dejando asi la parte hidrofébica hacia los constituyentes lipidicos de la
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membrana y la parte hidrofilica hacia el lumen del oligémero (Urban et al., 2007;

Shai, 2002).

Todos los péptidos deben interactuar con la membrana citoplasmatica,
aunque su blanco sea intracelular. Actualmente, se sabe que muchos péptidos
antimicrobianos no causan la permeabilizacion de la membrana en la
concentracion minima efectiva y, sin embargo, causan la muerte celular. Un
creciente namero de péptidos han demostrado translocarse a través de la
membrana y acumularse en el citoplasma, donde actian en una variedad de
procesos celulares para mediar la muerte celular. EIl AMP buforin Il se transloca a
través de la membrana bacteriana sin causar la permeabilizacion y se une tanto al
DNA como al RNA dentro del citoplasma de E. coli (Jenssen et al., 2006; Hancock

y Chapple, 1999).

3.4.1 MODELO DE BARRENO O “BARREL STAVE”

Este modelo describe la formacidén de poros clasica, en la que los péptidos
anfipaticos forman paquetes, en los que las superficies hidrofobicas interactian
con la parte lipidica de la membrana y las superficies hidrofilicas se localizan
hacia la parte interna, produciendo un canal que permite la entrada de agua y la
fuga de moléculas de la célula, generando la muerte. Debido a que estos péptidos
pueden insertarse en el nucleo hidrofébico de la membrana, su union con ésta se
da predominantemente por interacciones hidrofébicas. Como consecuencia estos
se pueden unir a membranas tanto zwitterionicas como cargadas positivamente

(Yount et al., 2006; Tossi et al., 2000; Oren y Shai, 1999).
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El mecanismo de barreno involucra cuatro pasos principales: (1) la union
de los mondémeros a la membrana en una estructura de hélice, (2) el
reconocimiento molecular entre los mondmeros unidos a la membrana, que lleva
a la formacion del ensamblaje de los mondémeros peptidicos en bajas
concentraciones, (3) la insercién de, por lo menos, dos mondmeros ensamblados
hacia el interior de la membrana, iniciando la formacion del poro, y (4) el
reclutamiento progresivo de monomeros para aumentar el tamafio del poro. Es
necesario que los péptidos que actian de este modo tengan ciertas
caracteristicas que les ayuden a la formacién de los poros: todos deben ser
hidrofébicos para penetrar la parte lipidica de la membrana, deben asociarse en la
superficie de la membrana, y deben ensamblarse mas mondémeros para aumentar
el tamafo del poro, es necesario que exista una longitud minima de alrededor de
22 aminoacidos para que puedan atravesar la bicapa lipidica en forma de hélice
alfa, u 8 aminoéacidos se estan en forma de hoja plegada beta y s6lo unos pocos
poros transmembranales son necesarios para disipar el potencial en las células.
Como consecuencia, los péptidos antimicrobianos pueden atravesar membranas
de bacterias, protozoos y células de mamiferos, es por esta razon que la
concentracion minima inhibitoria debe ser la necesaria para eliminar a las
bacterias pero que no ataque a las membranas normales de los mamiferos (Shai,

2002; Oren y Shai, 1999), como se observa en el Anexo 2.
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3.4.2 MODELO DE ALFOMBRA O “CARPET MODEL"

Este modelo se utilizd para la descripcion del mecanismo de accion de la
dermaseptina y de sus analogos naturales como la cecropina, el péptido
antimicrobiano humano LL-37, la caerina 1.1, la trichogina GA 1V, la androctonina,

diasteromeros de péptidos liticos, entre otros (Shai, 2002).

De acuerdo con este modelo, los péptidos se unen a la superficie de la
membrana y la cubren subsecuentemente como una alfombra sobre el piso. La
membrana puede ser permeada Unicamente después de alcanzar una
concentracion umbral que ayuda a la permeabilizacion de la membrana de

manera similar a la de un detergente (Shai y Oren, 2001; Oren y Shai, 1999 ).

Mientras los péptidos cubren la célula, se forman agujeros transitorios, por
donde se fugan, de igual manera, las moléculas de bajo peso molecular de la
célula bacteriana antes de la lisis completa. Estos agujeros son conocidos como
poros toroidales o agujeros de gusanos. Sin embargo, en contraste con el
mecanismo de barreno, este modelo no requiere una estructura especifica del
péptido, ni tampoco la formacion de canales estructurados, ya que los péptidos no
se insertan en el ndcleo hidrofébico de la membrana sino que se unen a la cabeza
de los fosfolipidos en la membrana. Inicialmente, se dan interacciones
electrostaticas con la membrana cargada negativamente, ya que los péptidos

activos estan cargados positivamente (Oren et al., 1999).
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Los cuatro pasos involucrados en este modelo son (1) se da una union
preferencial de los péptidos catidnicos con la membrana cargada negativamente,
(2) los monémeros anfipaticos se tienden sobre la membrana, de manera que las
cargas positivas de los aminodacidos interactien con la cabeza de los fosfolipidos
cargados negativamente o con moléculas de agua, (3) se da una rotacion de las
moléculas que lleva a una reorientacion de los residuos hidrofébicos hacia el
ndcleo hidrofébico de la membrana y (4) se da la desintegracion de la membrana
por medio de la disrupcion de la bicapa lipidica que lleva a una micelizacion (Shai,

2002; Shaiy Oren, 2001; Oren y Shai, 1999). Como se ve en el Anexo 3.

3.4.3 MODELO DE CANAL AGREGADO

Este modelo ejemplifica la formacion de poros por medio de la unién con
grupos fosfolipidicos de la membrana y posteriormente la insercion de los
monomeros dentro de esta. La principal diferencia de este modelo con los
anteriormente descritos, es que las aglomeraciones peptidicas para la formacion
de los canales son transitorias y de corta vida sin causar una depolarizacion
significativa, con el fin de permitir el ingreso de los péptidos a través de la
membrana y atacar a sus blancos intracelulares. Estos blancos pueden ser:
disrupciones en las funciones celulares como en la biosintesis de proteinas, RNA
y DNA, inhibicién de actividad enzimatica, union al DNA o RNA para evitar su
sintesis, e inhibicion en la regeneracion de la pared de la células (Brogden,

2005), como se observa en el Anexo 4.



27

La seleccidn positiva sobre los genes de AMPs es muy comun 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 busqueda de
soluciones farmacologicas a los problemas de salud publica. Por otro lado, el
estudio de las secreciones de especies endémicas ecuatorianas es de gran
importancia, porque aporta otra razén para la proteccidn y conservacion de

anfibios que se encuentran en peligro de extincion.

3.5 OBJETIVOS

3.5.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la inhibicion a los carbapenemes en aislados clinicos de Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Serratia marcescens, Enterobacter aerogens,
Enterobacter cloaceae, Escherichia coli, Morganella morganii y Pseudomonas
aeruginosa provenientes de Hospitales del Ecuador con secreciones peptidicas
de Atelopus elegans y la identificacion genotipica de los principales genes que

confieren resistencia a los carbapenemes.
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3.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Confirmar que los aislados bacterianos pertenezcan al género previamente
identificado mediante pruebas bioquimicas.

Verificar fenotipicamente la presencia de carbapenemasas mediante el
Test Modificado de Hodge (TMH).

Identificar mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la
presencia de los genes de resistencia a carbapenemes: blakpc, blages,
blayim y blajve.

Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de secrecion total
extraida de la piel de Atelopus elegans frente a las cepas productoras de

KPC mediante pruebas de micro-ELISA.
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4 METODOLOGIA

4.1 POBLACION DE ESTUDIO

El presente estudio fue realizado con un total de 58 aislados: 28 aislados
de Serratia marcescens, 22 aislados de Klebsiella pneumoniae, 2 aislados de
Enterobacter cloaceae, y 1 aislado de Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogens,
Escherichia coli, Morganella morganii y Pseudomonas aeruginosa cada una. Los
aislados provienen de pacientes con diversas patologias atendidos en varios
hospitales entre noviembre de 2009 a mayo de 2012 y donados por Zurita&Zurita

Laboratorios (Tabla 1).

Los aislados bacterianos hospitalarios fueron identificados fenotipicamente
como resistentes a carbapenemes por Zurita&Zurita Laboratorios, de modo que la
poblacién de estudio del presente analisis representa Unicamente a la poblacion
resistente a carbapenemes que fueron encontrados entre noviembre de 2009 a

mayo de 2012.

A pesar de que todas las muestras fueron analizadas e identificadas en
Zurita&Zurita Laboratorios mediante el método el sistema VITER, el laboratorio de
Microbiologia de la Escuela de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador realiz6 una reidentificacion de los aislados bacterianos
mediante pruebas bioquimicas: citrato, triple sugar iron (TSI), motility indole
ornitine (MIO), motility indol lisina (MILI), rojo de metilo (RM), fenilalanina (FA),

area y el medio sulfuro indol motilidad (SIM).
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Los aislados confirmados fueron conservados a -20 °C, a -80 °C en caldo
Infusion Cerebro Corazén (BHI por sus siglas en inglés "Brain Heart Infusion”,
Difco™), con 30% de glicerol y a temperatura ambiente en agar nutriente para ser

parte de la Coleccion Bacteriana Quito Catdlica (CB-QCA).

4.2 DETECCION FENOTIPICA DE CARBAPENEMASAS

Una vez identificado el género y especie de los aislados se procedio a la
identificacion fenotipica de produccion de carbapenemasas en aislados de
enterobacterias por medio del Test de Hodge modificado (THM). Se prepar6é una
dilucién de 0,5 en la escala de Mc Farland de una cepa E. coli ATCC 25922 en 5
mL de caldo Mueller Hinton (MHB por sus siglas en inglés Mueller Hinton Broth,
Difco™). Se realizé una dilucién 1:10 tomando 0,5 mL de la solucién 0,5 de Mc

Farland y adicionando 4,5 mL de MHB (Figural).

Posteriormente, se sembrd esta dilucidn en una placa de Mueller Hinton
Agar (Difco ™) y se dejé secar por 3 minutos. Se colocé un disco de 10 pg de
meropenem o ertapenem en el centro de la placa. En una linea recta se inoculé el
microorganismo sospechoso desde el borde del disco al borde de la placa; se
repitié el procedimiento con un control positivo (Klebsiella pneumoniae ATCC BAA
1705) y un control negativo (Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1706). Se dejo

incubar la placa por 24 horas a una temperatura de 35 °C (Figura 1).
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4.3 DETECCION MOLECULAR DE LA PRESENCIA DE LOS GENES

Para obtener el ADN a utilizar en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se utilizo el kit comercial de extraccion Wizard Genomic DNA Purification
kit (PROMEGA). Los microorganismos criopreservados fueron cultivados en caldo
BHI (Difco ™) a 35 °C por 24 horas para el posterior aislamiento de colonias en
agar nutriente (Difco ™). Cinco colonias fueron transferidas a 5 ml de caldo TSB
(Difco ™) e incubadas a 35 °C por 18 horas. Una vez obtenido el cultivo se

procedi6 a la extraccion de ADN siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Para la amplificacion de cada gen se utilizaron primers especificos segun la
Tabla 2. Los programas de amplificacion de los genes se realizaron en el
termociclador Multigene Gradient 080845 de Labnet International Inc y fueron
disefiados en el Laboratorio de Microbiologia. Para los genes blaxpc y blaces el
programa consistio en una denaturacion inicial de 94 °C por 5 minutos, seguido de
35 ciclos de denaturaciéon a 94 °C por 30 segundos, hibridizacién de 55 °C
durante 30 segundos y extension de 72 °C por 30 segundos; por ultimo, un

periodo de extension final de 10 minutos a 72 °C (Tabla 3).

El programa para amplificar los genes blayw y blaye consisti6 de una
denaturacion inicial de 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de denaturacion
a 95 °C por 1 minuto, hibridizacién de 52 °C por 1 minuto y una extension de 72

°C por 2 minutos y un periodo de extension final de 10 minutos a 72 °C (Tabla 3).
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Los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis (125 V, 50
minutos) en geles de agarosa al 1% diluidos en 89mM Tris Base, 89 mM acido
borico, 25mM EDTA, TBE (1X), en tampon de corrida 44,5mM Tris Base, 44,5 mM
acido boérico, 12,5mM EDTA,TBE al 0,5X. Se empleé como marcador de peso
molecular ADN de 100pb (Invitrogen). La tincion del gel se realiz6 con SYBR®
Gold 10.000x (Invitrogen ™) y la visualizacién de las bandas se realizé en el

sistema de captura de imagen Molecular Imager ® Gel Doc ™ XR+ (BIO-RAD).

4.4 EXTRACCION DE LA SECRECION PEPTIDICA DE Atelopus elegans

La extraccion de la secrecion peptidica se realizé en 32 individuos de
Atelopus elegans preservados en la Balsa de los Sapos de la PUCE (Tabla 4).
Los individuos eran tanto parentales como de las lineas de descendencia F1
(Figura 2). 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 modificé el protocolo de manera que en
lugar de aplicar un voltaje eléctrico, se estimul6 a la rana haciendo masajes a lo
largo del dorso durante 30 segundos y luego un lavado de 30 segundos con agua
MiliQ, este proceso se repitid 3 veces para poder recolectar la mayor cantidad de
secrecion posible (Figura 3). Los péptidos diluidos fueron colectados en una caja
Petri y congelados a -80 °C para su posterior liofilizacion, para poder realizar los

ensayos de CIM. Esto se realiz6 en la Balsa de los Sapos de la PUCE (Figura 4).
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La liofilizacion se realizé 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 cationicos.

4.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA

(CIM) DE LA SECRECION CUTANEA DE Atelopus elegans

La sensibilidad de las secreciones peptidicas de Atelopus elegans fue
analizada con un total de 58 cepas bacterianas. Las bacterias a probar fueron
aisladas en placas de agar nutriente, donde cuatro o cinco colonias aisladas
fueron transferidas a caldo Muller Hinton broth, MHB e incubadas a 37 °C durante
18 horas. Se midi6 la absorbancia en un espectrofotdmetro a 1,0 de la escala de
McFarland, de modo que al momento de diluir la bacteria con el péptido se
obtenga un 0,5 de la escala de McFarland, es decir una concentracion de 1,5 x

108 UFC/mL de bacterias.

Se realizaron 10 diluciones seriadas de los péptidos a 10 veces las
concentraciones deseadas en 0,01% de acido acético y 0,2% de Suero Albumina
Bovino (BSA por sus siglas en inglés "Bovine Serum Albumin”, Invitrogen)
(Wiegand et al., 2008) de tal manera que al agregar 11 pl en la solucién de 100 pl
con la bacteria, la primera concentracién sea de 2000,0 pug/ml, y continuamente
con la dilucién baje la concentracion de péptido siendo asi: 1000,0 pg/ml, 500,0
pg/ml, 250,0 pg/ml, 125,0 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/mly

3,9 ug/ml (Figura 5).



34

Se distribuyeron 100 pl del caldo bacteriano en cada pocillo de la placa de
ELISA de poliestireno (Costar ®) desde la columna 1 a la 10, en donde se
realizaron los ensayos con 11 pl del péptido antimicrobiano de la manera antes
mencionada. La columna 11 es el control positivo de la bacteria, en estos pocillos
se agrego la bacteria y el caldo, en la columna 12 se agregd unicamente el caldo

MHB como control negativo (Figura 5).

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.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para los andlisis estadisticos se realizO un ANOVA de un factor para
determinar la significacion entre los grupos. Se realizé también una regresion
Probit para determinar la CIM y una transformacién de datos para disminuir el
valor del CV. Todo esto fue realizado en el programa estadistico PASW Statistics

version 18 (Sanchez-Otero, 2010).
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5 RESULTADOS

51 POBLACION DE ESTUDIO

De los 58 aislados obtenidos a partir de pacientes hospitalarios 28 (48,3%)
corresponden a Serratia marcescens, 22 (37,9%) pertenecen a Klebsiella
pneumoniae, 2 (3,5%) pertenecen a Enterobacter cloaceae, y para Enterobacter
aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Morganella morganii, Klebsiella oxytoca,
Serratia rubidea y Escherichia coli su frecuencia es de 1,7% ya que so6lo

presentan un aislado por especie (Tabla 5).

Serratia marcescens se puede identificar como un bacilo Gram negativo,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, anaerobio facultativo, oxidasa
negativo, con flagelos peritricos, productor de pigmento rojo conocido como
prodigiosina. Bioquimicamente es productor de citratasa, fermentador de glucosa
y sacarosa pero no de la lactosa (K/A), productor de gas, con una fermentacion
acido mixta (RM positivo), productor de lisina descarboxilasa y no productor de
gas sulfidrico, triptofanasa, ureasa, fenilalanina deaminasa ni ornitina

descarboxilasa (Tabla 6).

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram negativo, presenta capsula como
mecanismo de patogenicidad vy virulencia, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, inmovil, catalasa positivo, oxidasa negativo, productor de
citratasa, fermentador de la lactosa, sacarosa y glucosa (A/A), gas positivo, con

un tipo de fermentacién butilén glicélica (RM negativo), no productor de gas
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sulfidrico, triptofanasa, fenilalanina deaminasa ni ornitina descarboxilasa y

productor de lisina descarboxilasa y ureasa (Tabla 6).

Enterobacter es un bacilo Gram negativo, de la familia Enterobacteriaceae,
que presenta capsula menos mucosa que Klebsiella. Sus principales especies son
cloacaeae y aerogenes que se diferencian bioquimicamente por la prueba de
lisina, E. aerogenes es productor de lisina descarboxilasa y E. cloaceae no.
Adicionalmente, ambas especies son productoras de citratasa, fermentadoras de
lactosa, sacarosa y glucosa (A/A), gas positivas, con fermentacién butilén glicélica
(RM negativas), méviles, no productor de gas sulfidrico, triptofanasa, ureasa ni

fenilalanina deaminasa y productor de ornitina descarboxilasa (Tabla 6).

Morganella morganii es un bacilo Gram negativo, de la familia
Enterobacteriacae, de la tribu Proteaceae, presenta flagelos peritricos y
bioquimicamente es la Unica de las especies analizadas que es productora de
fenilalanina deaminasa. Es fermentadora de la glucosa y sacarosa pero no de la
lactosa (K/A), no productora de gas sulfidrico, de citratasa, triptofanasa ni de
ureasa, gas positiva, RM positivo, productora de lisina descarboxilasa y ornitina

descarboxilasa (Tabla 6).

El dltimo miembro de la familia Enterobacteriacae de este estudio es
Escherichia coli, un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, oxidasa negativo,
catalasa positivo, que presenta flagelos peritricos, A/A, no productor de citratasa,

gas positivo, RM positivo, productor de triptofanasa, lisina descarboxilasa, ureasa
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y ornitina descarboxilasa y no productor de gas sulfidrico ni fenilalanina

deaminasa (Tabla 6).

Adicionalmente, se encontré una muestra de Pseudomonas aeruginosa, un
bacilo Gram negativo de la familia Pseudomonadaceae, con flagelos monotricos,
oxidasa y catalasa positivo, perteneciente al grupo de los no fermentadores,
produce pigmentos fluorescentes verdes que permiten identificar a sus colonias

en placas de agar nutriente.

La reidentificacion de los aislados concordo en 56 de los 58 aislados con la
identificacion original enviada de los hospitales. Sin embargo, dos aislados fueron
reidentificados y se notific6 a los hospitales la nueva identificacion de estos

aislados. Estos casos son: Serratia rubidea y Klebsiella oxytoca.

En el caso de S. rubidea, originalmente constaba como S. marcescens, sin
embargo, la identificacion bioquimica no coincidia, debido a que en la prueba del
TSI, se mostr6 como una bacteria fermentadora de la lactosa, sacarosa y glucosa

(A/A), gas negativa, RM negativa y ornitina descarboxilasa positiva (Tabla 6).

Por otro lado, en el caso de Klebsiella oxytoca hubo error de identificacion,
debido a que la diferenciacién bioquimica entre colonias tipicas de K. oxytoca y K.
pneumoniae que se basa en la prueba de indol. Siendo negativa para K.
pneumoniae y positiva para K. oxytoca. La enzima triptofanasa se encuentra

solamente en K. oxytoca.
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De los 58 aislados 20,7% provienen de sangre, 12% de un brote en
neonatos de la ciudad de Guayaquil, 10,4% de un aspirado traqueal, 10,3% de
orina, 5,2% de esputo y de secreciones traqueales, mientras que solo se obtuvo
una muestra (1,7%) de herida de pierna, herida de térax, Ulcera de muslo,
histopatologia de la tibia, secrecion de herida de tibia, liquido subgaleal, biopsia
de tobillo, absceso peritoneal, muslo, tejido muscular de muslo derecho, lavado
broncoalveolar, fistula esternal, ligacién peritoneal, secrecion gastrica, secrecion

de fistula, secrecion de herida quirargica y liquido de pared abdominal (Figura 6).

De estos, 46,6% pertenecen al género masculino y 27,6% al género
femenino (Figura 7) y 25,8 no tienen definido el sexo por falta de datos o por ser
recién nacidos sin registro del sexo. En cuanto a la clasificacion de edades (OMS,
2001) 24,1% pertenecen a niflos menores a 1 afio de edad, 1,7% son nifios entre
1y 4 afnos, 3,5% a adolescentes entre 10 y 19 afos, 25,9% son adultos jovenes
entre 20 y 49 afos de edad y, de igual manera, 25,9% son adultos de mas de 50

afos de edad Figura 8.

5.2 DETECCION FENOTIPICA DE CARBAPENEMASAS

Para la interpretacion de los resultados del MHT es necesario examinar la
placa, después de 16-24 horas de incubacion, para verificar la presencia de una
hendidura en forma de hoja de trébol en la interseccion entre el organismo de
prueba y la E. coli ATCC 25922, dentro de la zona de inhibicién del disco de
carbapenem. La hoja de trébol se forma debido a que el organismo de muestra

produce la enzima carbapenemasa y degrada el antibidtico, permitiendo asi el
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crecimiento de la E. coli ATCC 25922 hacia el disco, esto se interpreta como un

resultado positivo.

El Test Modificado de Hodge permitié observar un resultado positivo para
31 de los 58 aislados, es decir el 53,4% mostraron tener produccion de
carbapenemasas fenotipicamente con la caracteristica hoja de trébol con borde

dentado en la region de la E. coli 25922 (Figura 9).

5.3 DETECCION MOLECULAR DE LA PRESENCIA DE LOS GENES

La visualizacion de la PCR para la amplificacion de los genes codificantes
para las betalactamasas permitio 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 blakpc, una banda de
864 pb perteneciente al gen blages, una de 500 pb del gen blayv y una de 587 pb

que corresponde al gen blayvpe (Figuras 10y 11).

De los 58 aislados analizados, 53 (91,4%) presentaron el gen blakpc, 5
(8,6%) el gen blages, 4 (6,9%) el gen blayy y Unicamente 1 aislado (1,7%)
presento el gen blayyp (Figura 12), incluyendo los primeros registros de resistencia
a carbapenemes para Serratia marcescens, E. coli, Morganella morganii,

Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae (Tabla 7).

De los 53 aislados que presentaron resistencia a los carbapenemes, 24

(45,3%) pertencen a Serratia marcescens, 22 (41,5%) son Klebsiella penumoniae,
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y Enterobacter cloaceae, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Morganella morganii, Escherichia coli, Serratia rubidea y Klebsiella oxytoca

presentan Unicamente un aislado (1,9%) cada uno, Figura 13.

5.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA 50

(CIM-50) DE LA SECRECION CUTANEA DE Atelopus elegans

Se analizaron 58 bacterias de aislados clinicos con secreciones peptidicas
provenientes de 32 individuos de la especie Atelopus elegans. En la Figura 14 se
evidencia como a medida que disminuye la concentracion peptidica, el porcentaje
de bacterias muertas también disminuye, siendo asi cuando estan las bacterias
frente a una concentracion de 2000,0 pg/ml, se puede ver que muere entre el
70,0% y 90,0% de bacterias, a una concentraciéon de 62,5 pg/ml muere hasta el
60,0% de las bacterias y a una concentracion de 3,9 pg/ml muere hasta un 40,0%
de bacterias. Esta tendencia de muerte bacteriana corresponde a las bacterias
que pertenecen a la especie Serratia marcescens frente a las diferentes

concentraciones de péptido.

En la Figura 15 se ve la misma tendencia de muerte de bacterias que
pertenecen a la especie Klebsiella pneumoniae frente a las secreciones. En este
caso, a una concentracion de 2000,0 pug/ml se ve una muerte bacteriana entre el
60,0 y 90,0%, a una concentracion de 62,5 pug/ml se puede ver una muerte
bacteriana que llega hasta el 60,0% y finalmente a la menor concentracion

peptidica (3,9 pg/ml) se evidencia una muerte desde 0,0% a 50,0%.
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Por ultimo en la Figura 16 se ve la misma tendencia en las especies
restantes del analisis: Klebsiella oxytoca, Serratia rubidea, Morganella morganii,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes vy
Enterobacter cloaceae. En estos casos a una concentracion de 2000,0 pg/ml se
ve una muerte bacteriana entre el 70,0% y 90,0%, a una concentracion de 62,5
pug/ml hay muerte del 30,0% al 60,0% de bacterias y finalmente a 3,9 pg/ml hay

muerte de 10,0% al 40,0% de los aislados.

Los valores promedio maximo (con 2000,0 pg/ml de péptido) y minimo (con
3,91 pg/m de péptido) de la mortalidad bacteriana de Klebsiella pneumoniae por
accion de las secreciones peptidicas de Atelopus elegans son de 82,9% y 24,0,
respectivamente, mientras que para Serratia marcescens son de 83,1% y 7,2%

como se ve en la Tabla 8.

Los resultados de los valores de péptido que eliminan a por lo menos el
50,0% de las bacterias mostraron que para Klebsiella pneumoniae, Serratia
marcescens, y Enterobacter, tanto aerogenes como cloaceae, el valor es de 250,0
pg/ml, para Morganella morganii el valor de la CIM-50 es de 125,0 pg/ml, para
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca y Serratia rubidea es de 62,5 pg/ml

y para Escherichia coli es de 31,3 pg/ml como se puede ver en la Figura 17.

Los resultados del ANOVA mostraron que no existen diferencias entre los
grupos con una significacion de 0,154 en los datos transformados y una
significacion de 0,830 en los datos originales (Anexo 5). El andlisis se realizé en

tres especies: Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens y Enterobacter



42

cloaceae, Debido a que las especies Enterobacter aerogenes, Morganella
morganii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca y Serratia rubidea
presentaron Unicamente un aislado clinico y las pruebas estadisticas requieren,

para estas especies, de mas datos.

En el Anexo 6 se muestran las medias cuadraticas de las tres especies con
su desviacion estandar tanto de los datos originales como de los datos
transformados. En el caso de los datos transformados se puede ver que la media
cuadrética para Serratia marcescens es 2,3317, para Klebsiella pnuemoniae es

2,1424 y para Enterobacter cloaceae es 2,4418.

Por ultimo, en el Anexo 7 se detalla el promedio y la desviacién estandar de
la sensibilidad de las tres especies frente al péptido antimicrobiano. En este caso
se ve que el promedio, representado por un circulo, de Klebsiella pneumoniae, de
Serratia marcescens y de Enterobacter cloaceae esta entre 200 y 300 de

absorbancia.
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6 DISCUSION

A pesar de que la resistencia antibiética ha sido motivo de preocupacion
desde la introduccion de la penicilina, las ultimas dos décadas han mostrado un
aumento significativo en la resistencia, especialmente relacionada a los
betalactamicos. Esta resistencia se ha convertido en la principal preocupacion

tanto dentro como fuera del ambiente hospitalario (Bush, 2010).

Los patdgenos resistentes a betalactamicos generan desafios en el sistema
de salud tanto en el diagnostico como en el tratamiento, y se ven amplificados en
el ambiente de cuidados intensivos, donde el riesgo de transmision y de aparicion

de resistencia es muy alto (Fraimow y Tsigrelis, 2011).

Las betalactamasas confieren resistencia antibiética significativa a sus
hospederos bacterianos, ya que hidrolizan el enlace amida de anillo
betalactamico. Estas enzimas son especialmente importantes en bacterias Gram
negativas, debido a que constituyen el mayor mecanismo de defensa en contra de
drogas basadas en betalactdmicos. La diseminacion de los genes betalactamicos
se ha visto exacerbada por su integracién a elementos genéticos méviles, como
plasmidos y transposones, lo que facilita la rapida transferencia de material

genético entre microorganismos (Wilke et al., 2005).

Algunos estudios  multicéntricos  hospitalarios han  evidenciado
enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa y otras bacterias Gram negativas,

productoras de betalactamasas con una frecuencia de 13,1% a 24,0% a nivel
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mundial. Dicha problematica podria estar afectando hasta en un 60,0% de las
muertes en sujetos internados en la unidad de cuidados intensivos (del Rio et al.,

2007; Walther-Rasmussen y Hoiby, 2007).

En vista de este alto porcentaje de muerte es necesaria la identificacion de
carbapenemasas en los aislados hospitalarios. En este estudio, para la
identificacion fenotipica de estas enzimas, se utilizo el Test Modificado de Hodge.
Esta prueba estad estandarizada por "Clinical and Laboratory Standars Institute”,
CLSI (2007). Consiste principalmente en que si la bacteria produce la enzima
carbapenemasa, esta permite el crecimiento de una cepa susceptible a los
carbapenemes (E. coli ATCC 25922) hacia el disco de carbapeneme. En este
estudio se encontré que el 53,4% de los 58 aislados tuvieron un MHT positivo.
Mientras que dentro de la poblacion previamente seleccionada genéticamente se
encontré que el 91,4% presentaban el gen codificante para la enzima. Esta
diferencia de resultados se puede deber a que el método de MHT tiene algunas
limitaciones como el no poder determinar la clase de carbapenemasas, ademas

de tener un alto riesgo de falsos positivos y falsos negativos (CDC, 2010).

Por este motivo es necesaria la identificacion genética de la resistencia a
carbapenemes. Los resultados de este estudio demuestran que, dentro de la
poblacion previamente seleccionada como productora de carbapenemeasas, hay
una frecuencia de 91,4% de bacterias con el gen blakpc. A pesar de que en el afio
2007 Walther-Rasmussen et al. determinaron que la presencia de enzimas tipo
serin betalactamasas predominan en Norteamérica, Asia y Europa, es necesario

recalcar que las enzimas KPC son las mas frecuentes dentro del grupo y con
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mayor diseminacién entre Enterobacterias (Zurita, 2012; Nguyen et al., 2010).
Como fue sefalado en el alerta realizado por Argentina, que en el afio 2010
encontraron una prevalencia del 86,0% de patdgenos portadores de KPC en

todos los aislados clinicos del afio (Malbran, 2010).

El gen blages fue identificado en 5 (8,6%) de los aislados portadores de
genes que codifican para serin betalactamasas. Este gen se encuentra
principalmente en Pseudomonas aeruginosa, sin embargo, se han encontrado
bacterias de la familia Enterobacteriaceae que presentan este gen. La frecuencia
(8,6%) de la presencia de este gen concuerda con analisis 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 blayw Yy blawe que codifican para metalo
betalactamasas se encontré una frecuencia de 6,9% y 1,7%; respectivamente.
Estos resultados concuerdan con estudios en donde plantean que la presencia de
enzimas metalo betalactamasas se ha expandido rapidamente 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, incluyendo Latinoamérica. Por otro lado, a pesar
de que la produccion de IMP se ha visto incrementada en América en los ultimos
anos, en paises como Argentina, Chile, Colombia y Ecuador la frecuencia de esta

enzima continla siendo menor que la de VIM (Zurita, 2012; Colon et al., 2009).
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Debido al aumento de la resistencia a antimicrobianos, especialmente a
carbepenemes en enterobacterias, en este estudio se analiz6 la actividad
antimicrobiana de las secreciones peptidicas de Atelopus elegans (Anura:
Bufonidae), en contra de las bacterias previamente identificadas como
productoras de carbapenemasas. Este anfibio que se encuentra en peligro critico
de extincion segun la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) del presente afio. Estas secreciones en bufonidos pueden contener
esteroides como bufogeninas y bufotoxinas que estan involucradas en la defensa

quimica en contra de microorganismos (Jared et al., 2009).

Para estos analisis se utiliz6 la técnica de microdilucion en caldo
estandarizada por el CLSI (2007) debido a las cantidades limitadas de

secreciones que se obtuvieron.

Un factor importante en la microdilucion en caldo fue la solubilidad de la
secrecion peptidica, ya que esto afecta al grado de interaccién entre la bacteria y
el péptido. De acuerdo con lo sugerido por Wiegand et al., (2008) se solubilizé la
secrecion en una solucién de 0,01% de acido acético y 0,2% de Suero Albumina
Bovino (BSA). Esto se debe a que las proteinas diluidas son vulnerables a la
inactivacion, degradacion y a la pérdida debido al bajo nivel de unién con el agua,
es por esta razon que se anade BSA, también conocida como proteina “portador”
o de relleno para protegerlas de la degradacion y pérdida. El acido acético, por
otro lado, tiene la propiedad de solvente y ayuda a disolver compuestos polares y
no polares asegurando la solubilidad de las secreciones. El acido acético tiene la

propiedad de desinfectante, lo que implica que a altas concentraciones ejerce



47

dicha accion sobre superficies u objetos inanimados. Sin embargo, estudios
previos realizados por Wiegand et al., (2008) demuestran que al 0,01% no existe
una actividad de desinfectante, de modo que la inhibicibn o muerte bacteriana se

debe Unicamente a la accién antimicrobiana de la secrecion peptidica.

En los resultados de la CIM-50 de las secreciones con las diferentes
bacterias, podemos ver que para Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens y
Enterobacter, tanto cloaceae como aerogenes, el valor es de 250,0 pug/ml, el valor
mas alto del estudio que elimina a por lo menos el 50,0% de bacterias. Por
ejemplo, Serratia marcescens es responsable por mas del 90,0% de infecciones
causadas por el género Serratia, esto explica por qué es mas resistente a los
péptidos (con una CIM de 250,0 ug/ml) que Serratia rubidea que tiene como valor

de CIM 62,5 pg/ml (Hu et al.,2010).

En el caso de Klebsiella pneumoniae y Enterobacter, tanto aerogenes
como cloaceae, estas cuentan con una capsula de polisacaridos (més gruesa en
Klebsiella) que las hace mas impermeables hacia diferentes proteinas. Ademas,
siendo esta capsula mucosa, dificulta el movimiento del péptido hacia la
membrana externa explicando el alto valor de CIM-50 necesario (250 pg/ml). La
diferencia en la patogenicidad de Klebsiella pneumoniae y K. oxytoca explica la
diferencia en concentraciones inhibitorias minimas 50 (250,0 pg/ml en K.
pneumoniae y 62,5 ug/ml en K. oxytoca), de la misma manera que S. marcescens

y S. rubidea.
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Los analisis 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, lo que concuerda con la frecuencia de
infecciones hospitalarias que estas producen, ya que entre noviembre de 2009 a
mayo de 2012 encontramos que las tres especies que necesitan mayor CIM-50
(Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloaceae) son las
gue mas frecuentemente se encontraron en los aislados (48,3%, 37,9% y 3,5%;

respectivamente).

En el caso de Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
oxytoca, Serratia rubidea y Escherichia coli presentan un valor de CIM que se
encuentra entre 31,5 ug/ml y 125,0 pg/ml, en estos casos al tener Unicamente 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
secrecion peptidica de Atelopus elegans y fue basado en el estudio realizado por
Caicedo (2007) en el que se utilizd la secrecién cutanea de Agalychnis spurrelli
demostrando su alta actividad antimicrobiana a concentraciones de 2000 pg/ml.
En los ensayos realizados con Atelopus elegans no se obtuvo un valor de CIM-90
en vista de que para obtener la cantidad de secrecion necesaria para establecer
esta concentracion de inhibicion, los individuos, que se encuentran en peligro
critico de extincion, tenian que ser estresados y su crianza in vitro podia verse

comprometida.
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Sin embargo, Caicedo (2007) establecio que aquellas bacterias con CIM-50
peptidica igual o menor a 250,0 pug/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 desde noviembre de 2009 hasta mayo de 2012 son
inhibidas a las secreciones peptidicas de Atelopus elegans con una CIM igual o

menor a 250,0 pug/ml.

En vista de la gravedad a la que nos estamos enfrentando actualmente con
la resistencia bacteriana en ambientes hospitalarios y al alto potencial de
transmision de cepas con resistencia antibiética multiple, se puede comprender la
importancia de la caracterizacion microbiolégica molecular de enterobacterias
productoras de carbapenemasas. Este estudio pretende ayudar a proveer
informacion acerca de una posible fuente de agentes antimicrobianos que ayuden
a minimizar este problema, ademas 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 que se encuentra en peligro critico de extincidbn puede
ayudar a crear una conciencia de conservacion en la gente y a prevenir la

destruccién de sus habitats.
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7 CONCLUSIONES

Los aislados bacterianos hospitalarios fueron reidentificados con éxito,
incluyendo los dos casos en los que hubo que notificar a los hospitales que

su identificacion original estaba equivocada.

De los 58 aislados preseleccionados como multirresistentes, la gran
mayoria corresponde a Serratia marcescens, seguido de Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter, tanto aerogenes como cloaceae, Pseudomonas
aeruginosa, Morganella morganii, Klebsiella oxytoca, Serratia rubidea y

finalmente Escherichia coli.

La deteccion fenotipica de carbapenemasas utilizando el Test Modicado de
Hodge fue positiva en cerca de la mitad de la poblacién (53,4%) de los
aislados bacterianos analizados. Al comparar, en el presente estudio, los
resultados de la deteccién fenotipica con la identificacion molecular de la
presencia de genes de resistencia a carbapenemes se evidencia un
porcentaje mas elevado. Revelando la eficiencia de la identificacién

molecular de enterobacterias productoras de carbapenemasas.

Los genes que codifican para enzimas tipo serin carbapenemasas se los
encuentra con mayor frecuencia en este estudio. El gen blakpc fue
identificado con mayor frecuencia (91,4%) en los aislados bacterianos.
Mientras que el gen blaces fue detectado en menor frecuencia (8,6% de los

aislados).
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Los genes que codifican para enzimas tipo metalo betalactamasas fueron
identificados en menor frecuencia en los aislados que los genes que
codifican para enzimas tipo serin betalactamasas (6,9% para blayw y 1,7%

para bla,up).

Este estudio ha logrado demostrar por primera vez en el Ecuador, genes
gue codifican KPC en especies como Serratia marcescens, E. coli,

Morganella morganii, Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae.

Todos los aislados estudiados fueron inhibidos por la secrecién cutanea de
Atelopus elegans, presentandose un valor de CIM mayor para Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens, y Enterobacter, tanto aerogenes como
cloaceae, seguido por Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa,

Klebsiella oxytoca, Serratia rubidea, y finalmente Escherichia coli.

Es necesario crear una conciencia de conservacion para los anfibios que
se encuentran en peligro de extincion, ya que sus secreciones peptidicas
son una potencial fuente de antimicrobianos que pueden llegar a ayudar a

minimizar el problema de la resistencia bacteriana.
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Figura 1.

62

Secuencia de pasos para la prueba del Test Modificado de Hodge

(MHT). 1, A la derecha tubo con E. coli ATCC 25922 al 0,5 de la
escala de Mc Farland en 5 mL de Mueller Hinton broth y a la izquierda
tubo con 4,5 mL de Mueller Hinton broth; 2, dilucién 1:10 con 0,5 mL
de la solucion al 0,5 de la escala de Mc Farland en 4,5 mL de Mueller
Hinton broth; 3, siembra de la dilucion 1:10 en placa de Mieller Hinton
Agar; 4, disco de meropenem en el centro de la placa; 5, siembra de
control positivo (CP), control negativo (CN) y muestra a analizar (M);
6, Resultado positivo para la prueba de MHT después de 24 horas de

incubacion.
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Figura 2. Anfibio perteneciente a la especie Atelopus elegans
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Figura 3. Recoleccion de secrecion peptidica de Atelopus elegans
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Figura4. Caja Petri con la coleccién de secrecion peptidica de Atelopus

elegans
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Figura 5. Placa de ELISA utilizada en los ensayos de inhibicion peptidica
Columnas: 1, 2000,0 pg/ml; 2, 1000,0 pg/ml; 3, 500,0 pg/mi; 4, 250,0
pg/ml; 5, 125,0 ug/ml; 6, 62,5 pg/ml; 7, 31,3 pg/ml; 8, 15,6 pg/ml; 9,
7,8 pg/ml; 10, 3,9 ug/ml; 11, Control positivo y 12, Control negativo.

Las filas de la A a la H constituyen las repeticiones de las bacterias.
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Figura 6. Porcentajes del origen de los aislados clinicos resistentes a

carbapenemes
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Figura 7. Porcentaje de origen de los aislados segun el género
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Figura 8. Porcentaje de origen de los aislados segun las edades de los

pacientes
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Figura 9.

Placa de MHT positivo para la cepa analizada. La presencia de hoja
de trébol evidencia la produccion de carbapenemasas de parte de la
bacteria. +, Control positivo de KPC; -, Control negativo de KPC; 20,
Muestra a analizar CB-QCA 3439. Las flechas muestran la hendidura

en forma de hoja de trébol.



71

2000 pb 2000 pb

Figura 10. Gel representativo de la deteccion de los genes blages y blakpc
en los aislados clinicos. 1, Marcador de peso molecular (100 pb);
2, gen blages con un peso molecular de 864 pb; 3, gen blakpc con un

peso molecular de 738 pb; 4, Marcador de peso molecular (100 pb).
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Figura 11. Gel representativo de la deteccion de los genes blayw y blawe
en los aislados clinicos. 1, Marcador de peso molecular (100 pb);
2, gen blayy con un peso molecular de 500 pb; 3, gen blayp con un

peso molecular de 587 pb; 4, Marcador de peso molecular (100 pb).
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Figural2 Frecuencia en la presencia de genes codificantes para
betalactamasas en los aislados hospitalarios analizados entre
noviembre de 2009 a mayo de 2012 Esta poblaciéon fue
previamente seleccionada y solo se encuentran los aislados

resistentes a carbapenemes durante el periodo de analisis.
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Figura 15. Porcentaje de muerte de bacterias de la especie Klebsiella

pneumoniae frente al péptido antimicrobiano de Atelopus

elegans. Cada color representa una cepa bacteriana independiente.
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Tabla 1. Datos de origen de los aislados clinicos

analizados

CODIGO PUCE SDEI;(I_o EDAD MUESTRA IDENTIFICACION
PACIENTE

CB-QCA 3419 M 65 afios Esputo S. rubidea
CB-QCA 3420 F 26 afios Sangre S. marcescens
CB-QCA 3421 SD 4 dias Sangre S. marcescens
CB-QCA 3422 F 50 afios Sec. Traqueal S. marcescens
CB-QCA 3423 SD 19 afios Sangre S. marcescens
CB-QCA 3424 M 27 afios Herida Pierna S. marcescens
CB-QCA 3425 M 86 afios Esputo S. marcescens
CB-QCA 3426 M 4 afios Orina S. marcescens
CB-QCA 3427 SD R.N. Sangre S. marcescens
CB-QCA 3428 M 35 afios Esputo S. marcescens
CB-QCA 3429 M 42 afios Herida térax S. marcescens
CB-QCA 3430 M 48 afios Ulcera de muslo S. marcescens
CB-QCA 3431 F 52 afios Sec. Traqueal S. marcescens
CB-QCA 3432 M 20 afios Histopatologia tibia S. marcescens
CB-QCA 3433 M 32 afios Sec. Herida tibia S. marcescens
CB-QCA 3435 M 24 afios Liquido subgaleal K. pneumoniae
CB-QCA 3436 M SD Sangre K. pneumoniae
CB-QCA 3437 M SD Orina K. pneumoniae
CB-QCA 3438 M 29 afios Biopsia de tobillo K. pneumoniae
CB-QCA 3439 F 51 afios Sec. Traqueal K. pneumoniae
CB-QCA 3440 M 46 afios Sec. Traqueal K. pneumoniae
CB-QCA 3441 F 71 afios Absceso Peritoneal K. pneumoniae
CB-QCA 3442 M 44 afios Muslo K. pneumoniae
CB-QCA 3443 SD Neonatos Sangre S. marcescens
CB-QCA 3444 SD Neonatos Sangre S. marcescens
CB-QCA 3445 SD Neonatos Sangre S. marcescens
CB-QCA 3446 SD Neonatos Sangre S. marcescens
CB-QCA 3447 SD Neonatos Sangre S. marcescens

SD, Sin datos.

79



CSBICCEO ?i)éﬁiﬁ'ﬁg EDAD MUESTRA IDENTIFICACION
CB-QCA 3448 SD Neonatos SD S. marcescens
CB-QCA 3449 SD Neonatos SD S. marcescens
CB-QCA 3450 M 16 afios Muslo Derecho K. pneumoniae
CB-QCA 3451 SD SD SD P. aeruginosa
CB-QCA 3459 M 2 meses Orina S. marcescens
CB-QCA 3460 M SD Hemocultivo S. marcescens
CB-QCA 3461 M SD Orina K. pneumoniae
CB-QCA 3462 M SD SD K. pneumoniae
CB-QCA 3463 M SD Sangre K. oxytoca
CB-QCA 3464 M 64 afios Aspirado traqueal K. pneumoniae
CB-QCA 3465 F 85 afios Orina E. aerogenes
CB-QCA 3466 M SD Aspirado traqueal K. pneumoniae
CB-QCA 3467 F 62 afios Lavado broncoalveolar K. pneumoniae
CB-QCA 3468 F 70 afios Fistula Esternal K. pneumoniae
CB-QCA 3469 M 18 dias Sangre S. marcescens
CB-QCA 3470 SD 21 dias SD E. cloaceae
CB-QCA 3471 SD 4 dias Sangre S. marcescens
CB-QCA 3472 SD 12 dias Sangre S. marcescens
CB-QCA 3473 F 32 afios Lig. Peritoneal S. marcescens
CB-QCA 3474 F SD Aspirado traqueal S. marcescens
CB-QCA 3475 F 56 afios Aspirado traqueal M. morganii
CB-QCA 3476 F SD Orina E. coli
CB-QCA 3477 M SD Sec. Gastromo K. pneumoniae
CB-QCA 3478 F 69 afios Secrecion fistula K. pneumoniae
CB-QCA 3479 M 38 afios Aspirado traqueal E. cloaceae
CB-QCA 3480 M 21 afios Sangre K. pneumoniae
CB-QCA 3481 F 60 afios 2&%?;:22 de herida K. pneumoniae
CB-QCA 3482 M 48 afios Aspirado traqueal K. pneumoniae
CB-QCA 3483 F 57 afios I;;? duci)(rir:)inlz?red K. pneumoniae
CB-QCA 3484 F 51 afios Sangre K. pneumoniae

80
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Tabla 2. Primers utilizados para la deteccion de los genes
Primer Secuencia Blanco Amplicén Referencia
KPC forward CGGAACCATTCGCTAAACTC blakpc 738 pb IAiguez et al., 2010
KPC reverse GGCCTCGCTGTRCTTGTCAT blakpc 738 pb IAiguez et al., 2010
GES 1A forward ATGCGCTTCATTCACGCAC blages 864 pb Paoirel et al., 2000
GES 1B reverse CTATTTGTCCGTGCTCAGG blages 864 pb Paoirel et al., 2000
VIM forward GTTTGGTCGCATATCGCAAC blaym 500 pb Pitout et al., 2005
VIM reverse AATGCGAGCACCAGGATAG blaym 500 pb Pitout et al., 2005
IMP forward GAAGGYGTTTATGTTCATAC blayype 587 pb Pitout et al., 2005

IMP reverse GTAMGTTTCAAGAGTGATG blayp 587 pb Pitout et al., 2005
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Tabla 3. Programas de amplificacion utilizados para la identificacién genotipica

de los genes analizados

Gen

Programa de amplificacion

blakpc y blages

blaym y blayve

Denaturacion inicial de 94 °C por 5 minutos

35 ciclos de denaturacion a 94 °C por 30 segundos
Hibridizacién de 55 °C durante 30 segundos
Extension de 72 °C por 30 segundos

Extension final de 10 minutos a 72 °C

Denaturacion inicial de 95 °C por 5 minutos

30 ciclos de denaturacion a 95 °C por 1 minuto
Hibridizacién de 52 °C por 1 minuto

Extension de 72 °C por 2 minutos

Extension final de 10 minutos a 72 °C
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Tabla 4. Numero de individuos de Atelopus elegans utilizados para la
extraccion de secreciones. El codigo del terrario es el codigo en la

Balsa de los Sapos.

Numero Cddigo de terrario*

1 624
2 1663
3 1715
4 2173
5 2610
6 2611
7 2688
8 2728
9 2762
10 2762
11 2763
12 2764
13 2953
14 3013
15 3040
16 3215
17 3215
18 3218
19 3219
20 3221
21 3223
22 3224
23 3224
24 3225
25 3225
26 3232
27 3233
28 3248
29 3292
30 3295
31 3296
32 3316
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Tabla5. Porcentaje de aislados hospitalarios pertenecientes a las

diferentes especies analizadas

Identificacién Porcentaje
Serratia marcescens 48,3
Kelbsiella pneumoniae 37,9
Enterobacter cloaceae 3,5
Enterobacter aerogenes 1,7
Pseudomonas aeruginosa 1,7
Morganella morganii 1,7
Escherichia coli 1,7
Klebsiella oxytoca 1,7
Serratia rubidea 1,7

TOTAL 100,0
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Tabla 6. Resultados bioquimicos caracteristicos de las diferentes

especies bacterianas analizadas

CIT K/IA H,S Gas RM MOT IND LYS UREA FA ORN Identificacion
+ A/A - + - - - + + - - Klebsiella pneumoniae
+  AA - + - - + + + - - Klebsiella oxytoca
+  K/A - + + + - + - - - Serratia marcescens
+ AA - - - + - + - - +  Serratia rubidea
+  AA - + - + - + - - + Enterobacter aerogenes
+ A/A - + - + - - - - + Enterobacter cloaceae
- KA - + + + - + - + +  Morganella morganii
- AA - + + + + + + - + Escherichia coli

CIT, citrato; K, alcalino, A, acido, H2S, gas sulfidrico; RM, tipo de fermentacion; MOT,
motilidad; IND, tindol; LYS, lisina; Urea, Urea; FA, fenilalanina; ORN,

ornitina +, prueba positiva; -, prueba negativo.
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Presencia y ausencia de los genes blakpc, blages, blavim Y blaje,
El numero “1” representa presencia y el numero “0” representa
ausencia.

CODIGO PUCE IDENTIFICACION  blakpc blages blavp blaym
CB-QCA 3419  Serratia rubidea 1 0 0 0
CB-QCA 3420 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3421  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3422  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3423 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3424  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3425 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3426  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3427 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3428 S. marcescens 0 0 0 0
CB-QCA 3429 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3430 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3431  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3432 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3433 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3435 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3436 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3437 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3438 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3439 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3440 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3441 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3442 K. pneumoniae 1 1 0 0
CB-QCA 3443 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3444  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3445  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3446  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3447  S. marcescens 1 0 0 0




Tabla 7. Presenciay ausencia de los genes blakpc, blaces, blaym y

blajve (Continuacion)

CODIGO PUCE IDENTIFICACION  blakpc blages blawe blayim

CB-QCA 3448 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3449  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3450 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3451  P. aeruginosa 1 0 0 0
CB-QCA 3461 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3462 K. pneumoniae 1 1 0 0
CB-QCA 3463 K. oxytoca 1 1 0 0
CB-QCA 3464 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3465 E. aerogenes 1 0 0 0
CB-QCA 3466 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3467 K. pneumoniae 1 1 0 0
CB-QCA 3468 K. pneumoniae 1 1 0 0
CB-QCA 3469 S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3470 E. cloaceae 1 0 0 0
CB-QCA 3471  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3472  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3473  S. marcescens 1 0 0 0
CB-QCA 3474  S. marcescens 0 0 1 0
CB-QCA 3475 M. morganii 1 0 0 1
CB-QCA 3476 E. coli 1 0 0 0
CB-QCA 3477 K. pneumoniae 1 0 0 1
CB-QCA 3478 K. pneumoniae 1 0 0 1
CB-QCA 3479 E. cloaceae 0 0 0 0
CB-QCA 3480 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3481 K. pneumoniae 1 0 0 1
CB-QCA 3482 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3483 K. pneumoniae 1 0 0 0
CB-QCA 3484 K. pneumoniae 1 0 0 0
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Tabla 8. Valores promedio de mortalidad bacteriana de Klebsiella
pneumoniae y de Serratia marcescens frente a las secreciones

peptidicas de Atelopus elegans

Concentracion Klebsiell_a Serratia

s pneumoniae marcescens

peptidica (22 aislados) (28 aislados)
2000,0 g 82,9 83,1
1000,0 pg 71,4 76,9
500,0 pg 61,8 66,1
250,0 pg 51,3 52,9
125,0 ug 38,2 39,0
62,5 ug 28,9 22,8
31,3 ug 26,3 16,4
15,8 Hg 25,9 11,6
7,8 ug 23,5 8,1

3,9 ug 24,0 7,2
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Anexo 1. Estructuras principales de
(AMPs). a, péptidos tipo a-hélice;

péptidos lineares.
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los péptidos antimicrobianos

b, péptidos tipo hoja plegada B, c,
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Anexo 3.
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Mecanismo de accién de los péptidos antimicrobianos con el

modelo tipo alfombra

(808 (8 (¢ (¢ 06 L6 (¢
BRI R

[y gy

4 (O (O (S (R (|
R R R ]
000 8 00 0 (L

Tomado de (Brogden, 2005)



93

Anexo 4. Blancos intracelulares de los péptidos antimicrobianos

Alters cytoplasmic membrane
Inhibits cell-wall (inhibits septum formation):
synthesis: PR-39, PR-286, indolicidin,
Mersacidin microcin 25

Activation of autolysin:
N-acetylmuramoyl-L-alanine

\ PRSP PR P R P /
amidase
Translatio . /

Binds to DNA: Inhibits DNA, RNA and Inhibits enzymatic activity:
Buforin II, tachyplesin protein synthesis: Histatins, pyrrhocoricin,
Pleurocidin, dermaseptin, drosocin and apidaecin

PR-39, HNP-1, HNP-2,
indolicidin

Tomado de (Brogden, 2005)
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Anexo 5. ANOVA de un factor de los datos obtenidos. LogCIM50, datos
transformados a logio; CIM50, datos obtenidos a partir de la lectura
de absorbancia de los ensayos antimicrobianos.

ANOVA
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
LogCMI50 Inter-grupos ,487 2 ,243 1,948 , 154
Intra-grupos 5,875 47 ,125
Total 6,361 49
CMI50 Inter-grupos 8810,257 2 4405,129 ,187 830
Intra-grupos 1106269,364 47 23537,646
Total 1115079,622 49

Anexo 6.  Analisis descriptivo del ANOVA de un factor de los datos
obtenidos. LogCIM50, datos transformados a logio; CIM50, datos
obtenidos a partir de la lectura de absorbancia de los ensayos
antimicrobianos.

Descriptivos
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacion Limite

N Media tipica Error tipico | Limite inferior superior Minimo | Maximo

LogCMI50 SM 28 2,3317 ,22279 ,04210 2,2453 2,4181 1,76 2,71
KPN 20 2,1424 ,48652 ,10879 1,9147 2,3701 1,05 2,81

EC 2 2,4418 ,19223 , 13593 7147 4,1690 2,31 2,58

Total 50 2,2604 ,36031 ,05096 2,1580 2,3628 1,05 2,81

CMI50 SM 28 239,00 107,326 20,283 197,38 280,62 57 511
KPN 20 223,87 202,585 45,299 129,06 318,68 10 647

EC 2 289,24 124,433 87,987 -828,75 1407,23 201 377

Total 50 234,96 150,853 21,334 192,09 277,83 10 647
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Anexo 7. Promedio +/-1 desviacion estandar de la sensibilidad de tres
especies de bacterias ante el péptido de Atelopus elegans. El
eje “Y” representa la absorbancia medida de las muestras y en el eje
“X” se encuentran las tres especies analizadas. SM, Serratia
marcescens; KPN, Klebsiella pneumoniae y EC, Enterobacter
cloaceae.
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