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RESUMEN

A través de la prueba de susceptibilidad antimicrobiana de microdilucién en
caldo se determind la actividad antimicrobiana para las cepas Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus a partir de la secrecion
cutanea total de los individuos de dos poblaciones de Dendropsophus
columbianus procedentes de sitios con diferente estado de alteracion. Los
resultados estadisticos revelaron que existe diferencia significativa entre el
efecto de las secreciones sobre las cepas microbianas dependiendo de la
procedencia; para los individuos provenientes de un pastizal localizado en el
Barrio Villa Elena al oriente de la ciudad de Popaydn — Cauca se identificd la
actividad antimicrobiana de la secrecion sobre las cepas P. aeruginosa,
mientras que para los individuos procedentes del rastrojo de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad del Cauca se determiné la actividad
sobre las cepas E. coli y S. aureus; para los dos casos, la inhibicion del
crecimiento bacteriano estd correlacionado con la utilizacion de las
concentraciones mas altas.

Palabras claves: Microdilucién en caldo, secrecion cutanea, Dendropsophus
columbianus, actividad antimicrobiana.



INTRODUCCION

Colombia después de Brasil es el pais con mayor rigueza de anfibios
registrando 698 especies aunque desafortunadamente presenta el primer lugar
en cuanto a niumero de especies anfibias amenazadas (Angulo et al. 2006). Los
anuros son un grupo de interés no solo por sus caracteristicas biolégicas,
marcada vulnerabilidad ante la transformacién y degradacion de los
ecosistemas e indicadores de la calidad ambiental (Dunson et al. 1992),
también son una excelente fuente de moléculas con actividades biolégicas
entre las que se destacan péptidos contra infecciones pulmonares causadas
por Pseudomonas aeruginosa (Hancock y Chapple 1990), péptidos con
actividad antifanfica, antiviral, antiparasitaria (Zasloff 1987), anticancerigenos
(Rozek et al. 2000), péptidos potenciadores de bradiquinina (Conceicao et al.
2007) y péptidos con actividad espermicida (Zairi et al. 2005).

Dado que las ranas pueden sintetizar péptidos antimicrobianos contra un gran
namero de microorganismos patdégenos encontrados en el ambiente (Ohnuma
et al. 2007), se realiz6 esta investigacion en donde a través de una prueba de
microdilucién en caldo se identificé y compar6 la actividad antimicrobiana de la
secrecion cutanea total de los individuos de dos poblaciones de
Dendropsophus columbianus procedentes de dos sitios con diferente estado de
alteracion en el municipio de Popayéan, Cauca.

La finalidad del presente trabajo es aportar informacién que permita a largo
plazo el empleo de esta sustancia natural como un elemento que ayude en el
control de infecciones microbianas, desinfeccién de elementos que requieran
estar libres de microorganismos patdégenos, ademas de generar informacion
gue se adjunte a la planeacion de areas protegidas.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varias cepas de bacterias han emergido como importantes patdgenos
causantes de enfermedades graves, caso de ello son Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus cuyos tratamientos se
dificultan debido a su capacidad de adquirir genes de resistencia.

Escherichia coli, produce sindrome urémico hemolitico, colitis hemorragica,
disenteria y diferentes cuadros de diarrea (Rodriguez 2002); todas las cepas de
Pseudomonas aeruginosa son potencialmente patdgenas para el hombre y
pueden afectar plantas e invertebrados, ademas, es uno de los principales
patégenos hospitalarios causantes de enfermedades graves (Batlle et al. 2005,
Martinez et al. 2007). Por otra parte, Staphylococcus aureus causa infecciones
oportunistas al producir enzimas que contribuyen a su virulencia y que ayudan
a su propagacion (Brook et al. 2005), es considerado el mayor patégeno
causante de infecciones a la piel y tejidos, neumonia y septicemia (Mamani et
al. 2006).

Teniendo en cuenta que las anteriores bacterias también pueden ser nocivas
para los anfibios, hay que tener presente que la piel de estos se considera la
primera barrera contra patégenos puesto que en ella se sintetizan y liberan
multiples péptidos que difieren en especificidad y potencia contra
microorganismos patégenos encontrados en el ambiente (Ohnuma et al. 2007),
en este sentido, D. columbianus es una rana con potencial actividad biolégica
en su secrecién cutanea ya que habita tanto en areas abiertas, como
perturbadas y también conservadas y principalmente donde existen cuerpos de
agua tales como pequefos lagos, depdsitos, pantanos y tierras humedas (Frost
et al. 2007, Bolivar et al. 2008), basicamente hébitats lenticos cuyas
condiciones favorecen la exposicibn a diversidad de microorganismos
patdgenos que pueden ocasionar enfermedades que contribuyen a su
disminucién tal como se ha visto en otras poblaciones (Crawshaw 1992,
Blaustein et al, 1994). Ademas, es una rana con distribucién en la ciudad de
Popayan, Cauca, en donde se encuentran poblaciones en sitios con diferentes
estados de alteracion y que adicionalmente se encuentran aisladas
geograficamente, considerando esto, pueden presentarse cambios en la
estructura genética de las poblaciones que a su vez incidan sobre la sintesis
proteica y otros aspectos ecologicos y fisioldgicos (Klug y Cummings 1999).

En este trabajo se determind si existe actividad antimicrobiana para las cepas
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus a partir de
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la secrecidbn cutdanea de individuos de Dendropsophus columbianus
procedentes de sitios con diferente estado de alteracion en el municipio de
Popayan — Cauca, adicionalmente se realiz6 una comparacion entre las ranas
de los dos sitios de muestreo con el objetivo de identificar si presentan igual
actividad antimicrobiana.
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2. JUSTIFICACION

Los venenos animales representan una fabulosa fuente de compuestos
bioactivos y hasta ahora tan sd6lo el uno por ciento de estas moléculas se han
identificado (Ménez et al., 2006), igualmente hay un desconocimiento de la
actividad biolégica a partir de las secreciones cutdneas de los anuros con
distribucién en los paises andinos y en Suramérica tan solo Brasil es el pais
que mas aporta informacion en este campo. Dado que en las glandulas
granulares de la piel de los anuros son secretados variedad de componentes
es necesario identificar actividades biolégicas en estos debido a que pueden
tener una aplicacion biotecnoldgica atil al ser humano; hoy en dia existen cepas
bacterianas perjudiciales y resistentes a diversos antibioticos y los péptidos
antimicrobianos provenientes de fuentes naturales como la secrecidén cutanea
anura han atraido la atencion como una alternativa de solucién y por esta razon
se selecciond la especie D. columbianus.

Es importante determinar y comparar este tipo de aplicacion biotecnoldgica
entre individuos de poblaciones de D. columbianus sometidas a diferentes
estados de alteracién, pues de encontrarse la actividad antimicrobiana se
contribuye con informacién adicional que justifique la creacibn de areas
protegidas y principalmente la preservacion de los cuerpos de agua con los que
la especie se encuentran relacionadas. En nuestro departamento y pais no se
han desarrollado investigaciones que abarquen simultaneamente aspectos que
aporten a la biotecnologia y ecologia, pues en la mayoria de ocasiones cuando
se trabajan con anfibios se incluyen temas de sistematica, filogenia, listados de
especies de una determinada localidad, etc., que también son necesarios,
aunqgue el abordaje de estos dos aspectos se convierte en un primer paso que
permite a otros visualizar que en nuestro medio existe un arsenal de
compuestos con diferentes actividades bioldgicas, los cuales esperan por ser
investigados y pueden convertirse en una herramienta para la conservacion de
las especies.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antimicrobiana de la secrecion cutdnea de individuos de
dos poblaciones de Dendropsophus columbianus (Hylidae) procedentes de
sitios con diferente estado de alteracion en Popayan-Cauca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estandarizar la extraccion de la secrecion cutdnea de Dendropsophus
columbianus por estimulacién eléctrica.

Establecer la Concentracién Inhibitoria Minima de la secrecién cutdnea de
Dendropsophus columbianus sobre cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa.

Comparar la efectividad antimicrobiana entre los individuos de las dos

poblaciones a partir del andlisis estadistico del resultado de las pruebas de
susceptibilidad antimicrobianas.
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4. ANTECEDENTES

La secrecion cutanea de los anfibios se ha considerado como una rica fuente
de péptidos farmacolégicamente activos y los intereses cientificos en péptidos
antimicrobianos de anfibios iniciaron después de la purificacién del péptido
Bombinin de Bombina variegata en 1970 y promovidos mas aun, después del
aislamiento de Magainins de Xenopus laevis en 1987 (Nascimento et al. 2003).
Los primeros estudios enfocados en la identificacibon de péptidos
antimicrobianos requerian del sacrificio de un buen nimero de individuos de la
misma especie, pero hoy en dia con la disponibilidad de equipos y técnicas
analiticas basta con estimulos eléctricos a un solo individuo sin provocar su
muerte (Pukala et al. 2006).

Batista et al. (2001), a partir de la secrecion cutanea de Phyllomedusa distincta
(Hylidae), aislaron y purificaron el péptido Distinctin demostrando actividad
antimicrobiana en las cepas Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa, adicionalmente analizan las
propiedades funcionales y estructurales de dicho péptido; en el mismo afio
Mangoni et al. (2001) comparan el efecto antimicrobiano de la secrecion
cutanea de dos grupos de Rana esculenta sometidas a condiciones de
esterilidad y de flora antimicrobiana normal concluyendo que las primeras
disminuyen cinco veces su actividad frente al segundo grupo.

Brand et al. (2002), de la secreciéon cutanea de Phyllomedusa oreades
(Hylidae) aislaron, caracterizaron y realizaron ensayos antimicrobianos del
péptido DS 01 contra P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, ademas de otras cepas
de la misma especie pero resistentes a los antibiéticos meticilina/oxacilina,
concluyendo que las concentraciones inhibitorias minimas al ser comparadas
con antibiéticos convencionales (Imipenem Gentamicina, Ampicilina vy
Ceftazidima) muestran considerable efectividad como agente antimicrobiano.

Nascimento et al. (2003) destacan el interés farmacéutico por la actividad
antimicrobiana de las secreciones cutaneas de anfibios debido a que los
péptidos antimicrobianos que alli se encuentran exhiben especificidad hacia
membranas de bacterias y una poca o nula afinidad con la membrana de
células de vertebrados, también resaltan propiedades bioquimicas vy
mecanismos de accion de los mismos; simultaneamente, Riera et al. (2003),
aislan el péptido Lectins de la piel de Bufo arenarum (Bufonidae) determinando
la inhibicion del crecimiento de las cepas E. coli, Proteus morganii y
Enterococcus faecalis.
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Nascimento et al. (2004) purificaron de la rana Suramericana Leptodactylus
ocellatus (Leptodactylidae) tres péptidos antimicrobianos denominados
Ocellatin 1, 2 y 3 que presentaron actividad contra E. coli, aunque mostraron
actividad hemolitica en eritrocitos humanos; paralelamente, Prates et al. (2004)
a partir de la secrecion de Hyla punctata (Hylidae) aislaron y caracterizaron el
péptido catidnico antimicrobiano Hylaseptin, el cual present6 actividad en las
bacterias S. aureus, P. aeruginosa y E. coli, sin provocar alteraciones
significativas en células sanguineas de mamiferos.

Yount et al. (2006), a partir de los péptidos antimicrobianos aislados de varias
especies de anuros elaboraron su agrupacion de acuerdo a la estructura
molecular (alfa-hélice, hoja beta y residuos de aminoacidos predominantes con
estructura variable), también construyeron un listado de pequefios péptidos
antimicrobianos aislados de diferentes grupos taxondmicos presentando para
cada uno su estructura, peso molecular y sitio en el que actdan. Pukala et al.
(2006), destacaron de las secreciones de anfibios la actividad antimicrobiana
en los géneros Ascaphus, Bombina, Bufo, Hyla, Leptodactylus, Phyllomedusa y
Xenopus, ademas de las actividades antifungica, antiviral, antitumoral y
espermicida. Otros péptidos aislados y caracterizados bioguimicamente de la
secrecion cutanea de Phyllomedusa hypocondrialis (Hylidae) son los
denominados Phylloseptins (PS-7) y Dermaseptins (DPh-1) con actividad
biolégicafrente a Micrococcus luteus, E. coli, P. aeruginosa y S. aureus
(Conceicéo et al. 2006). Asi mismo, Brand et al. (2006), a partir de la secrecion
de Phyllomedusa hypocondrialis, aislaron seis péptidos antimicrobianos
DShypo 01, 02, 03, 04, 06, y 07; en donde, DShypo 01 aparte de mostrar
actividad contra E. coli y S. aureus presentd actividad contra el protozoo
Leishmania amazonensis.

Ashcroft et al. (2007) determinaron a partir de la secrecidon cutanea de
Litobathes septentrionalis la accion contra los géneros Pseudomonas, Serratia,
Bacillus, Aeromonas, Burkholderia, Microbacterium y Delftia, géneros de cepas
aislados del habitat de dicha rana.

Finalmente, Simmaco et al. (2009) explicaron que la principal funcién de los

componentes de las secreciones cutaneas son las de inhibir el crecimiento
microbiano en la superficie de las ranas.
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5. MARCO TEORICO

5.1 ANFIBIOS

Son vertebrados que agrupan los érdenes Anura, Caudata y Gymnophiona que
se reproducen mediante puestas de huevos terrestres o acuaticos, estos
ordenes varian tanto en forma, coloracion y morfologia, siendo la piel delgada y
himeda lo que comparten visiblemente. Los anuros son el grupo mas grande
de los anfibios y carecen de cola en el estadio adulto; el orden Caudata
presenta individuos con cuerpos alargados y extremidades con dedos cortos
unidos por membranas, contrario al orden Gymnophiona que carece de
extremidades, ademas de presentar vestigios de ojos bajo la piel y agrupar
individuos que son de habitos fosoriales (Duellman 1978).

5.2 Dendropsophus columbianus (Boettger, 1892)

Posicion TaxonOmica

Reino: Animal

Filum: Chordata

Clase: Amphibia

Orden: Anura

Familia: Hylidae

Subfamilia: Hylinae

Género: Dendropsophus

Especie: Dendropsophus columbianus (Boettger, 1892)

La familia Hylidae agrupa especies que presentan dedos manuales con anchos
discos adhesivos y dedos pediales moderadamente palmeados, presentan
cartilagos intercalares entre las dos ultimas falanges las cuales terminan en
forma de una garra; las anteriores caracteristicas permiten a estas ranas ser
arboricolas, existiendo pequefias y grandes, de coloraciones cripticas y otras
vivamente coloreadas como en el caso del género Phyllomedusa.

Desde el punto de vista sistematico y taxondmico esta familia ha tenido
cambios a nivel de géneros y especies, hecho observado en D. columbianus
que anterior a la publicacién de Faivovich et al. (2005) se conocia como Hyla
columbiana. Actualmente D. columbianus es una especie que se encuentra en
la categoria de preocupacion menor y no se conocen areas protegidas para la
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misma segun la lista roja de la Unién internacional para la conservacion de la
naturaleza (IUCN) (Bolivar et al. 2008). Es una rana de pequefio tamafo, las
hembras tienen coloracion amarilla en el vientre con manchas oscuras a
diferencia de los machos que tienen un vientre muy claro y el dorso dorado
(Figura 1); tipicamente esta asociada con areas abiertas, suelos humedos y
sobre todo donde hay cuerpos de agua como pequefios lagos, depdsitos de
agua y pantanos; se distribuye en zonas perturbadas y éareas todavia
conservadas, es una especie nocturna aunque sus cantos pueden ser
escuchados en el dia. Habita desde los 950 hasta los 2300 msnm, con
distribucién sobre la Vertiente Occidental de la Cordillera Central y la Vertiente
Oriental de la Cordillera Occidental en los Departamentos de Cauca, Quindio,
Risaralda y Valle del Cauca (Figura 2) (Frost et al. 2007, Bolivar et al. 2008).

Figura 1 Ejemplar de Dendropsophus columbianus ¢

Fot.: Coral, Edwin.
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Figura 2. Distribucién geografica de Dendropsophus columbianus
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anura/hylidae/columbianus/colombianus m.qif

5.3 PIEL Y SERCRECION CUTANEA DE LOS ANFIBIOS

En los anfibios, la respiracion cutanea y osmorregulacion son tareas que se
llevan a cabo en la piel, esta se compone de una delgada capa de células
densamente poblada de glandulas hidratantes que facilitan el intercambio de
gases. A pesar de ser una débil barrera contra el estrés bidtico y fisico, la
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epidermis y en particular el estrato cérneo, ha evolucionado en un mecanismo
complejo de defensa en donde una amplia gama de componentes son
secretados rapidamente por las glandulas granulares que cubren la piel (Prates
et al. 2004). Estas secreciones aparte de proveer un mecanismo de defensa
frente a predadores, también contienen agentes antimicrobianos como en el
caso del péptido Magainin de Xenopus laevis que protege contra infecciones
causadas por bacterias, hongos y protozoarios (Zasloff 1987).

La piel de los anfibios cumple importantes funciones como la prevencién de la
abrasion, la respiracion cutanea, el control de la osmorregulacion y
termorregulacion ademas de proteger contra predadores y patdégenos (Stebbins
y Cohen 1995 citado por Nascimento et al. 2003).

En la piel de los anfibios existen dos tipos de glandulas acinares: las glandulas
mucosas y granulares (estas Ultimas, también conocidas como gandulas
serosas o venenosas) (Figura 3). Las glandulas mucosas usualmente estan en
mayor nimero y secretan mucina, un elemento lubricante involucrado en el
mantenimiento de la humedad, lubricacion de la piel y termorregulacion. Las
glandulas granulares son responsables de la produccion de la mayoria de
sustancias toxicas y nocivas encontrandose secreciones que contienen
componentes activos como moléculas alifaticas, aromaticas, aminas
biogénicas, esteroides, alcaloides, bufodiendlidos, péptidos y proteinas que
producen efectos neurotoxicos, vasoconstrictores, alucindégenos, hipotensivos,
citotéxicos y antimicrobianos (Daly et al. 1978, Lazarus y Atilla 1993, Rinaldi
2002, Pukala et al. 2006). Para el campo de la medicina hay aspectos
interesantes como el aislamiento y purificacion de péptidos que actdan contra
el agente etiolégico de la malaria Plasmodium falciparum (Krugliak et al. 2000),
aerosoles contra infecciones pulmonares por Pseudomonas aeruginosa
(Hancock y Chapple 1990), péptidos con actividad antifingica, antiviral,
antiparasitos y anticancer (Rozek et al. 2000); incluso, existe un medicamento
de uso topico llamado LOCILEX cuyo principio activo es Magainina Il, un
péptido antimicrobiano aislado de la secrecion cutanea de la rana Xenopus
laevis que ayuda en el tratamiento de ulceras diabéticas (Hancock y Chapple
1999), péptidos potenciadores de bradiquinina (Conceicao et al. 2007), ademas
de péptidos con actividad espermicida (Zairi et al. 2005). Otras aplicaciones
son el tratamiento de infecciones en peces, preservacion de flores y alimentos.
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Figura 3 Glandulas mucosas y granulares de anfibios

A) Seccion transversal de la piel dorsal de Odontophrynus cultripes
(Leptodactylidae). E, epidermis; G, Glandula granular y M, Glandula mucosa.
Tincién PAS. B) Microscopia electrénica de un granulo secretor en el lmen de
una glandula granular de la piel de O. cultripes (Nascimento et al, 2003).

5.3.1 Péptidos antimicrobianos de anuros. En la secrecion cutanea de
anfibios y particularmente en ranas, existen péptidos antimicrobianos que
representan una primera barrera o linea de defensa contra la invasion de
microorganismos patdgenos, muchos de estos péptidos antimicrobianos
muestran especificidad hacia membranas de bacterias, mientras hay una pobre
afinidad con la membrana de células de vertebrados (Nascimento et al. 2003),
dichos péptidos, presentan interaccion con las estructuras mas externas de las
bacterias, como la membrana plasmatica y la pared celular para llevar a cabo
su actividad (Hancock y Chapple 1999, Zhao 2003).

Los antibidticos clasicos podrian ser combinados con péptidos antimicrobianos,
incluso se han combinado péptidos para obtener una mayor potencia, ejemplo
de lo anterior ha sido la combinacion de Magainin 2 — PGLa y Dermaseptins y
por otro lado la mezcla de Tachyplesin | — Magainin 2, (péptidos
antimicrobianos de secreciones cutaneas de anuros) para este Ultimo caso
mejorando propiedades microbicidas en infecciones por patdgenos resistentes
(Kobayashi et al. 2001).
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5.4 BACTERIAS

Las bacterias son organismos procariotas que se diferencian de los eucariotas
al no poseer un verdadero nucleo, es decir, que el material hereditario no se
encuentra rodeado por una membrana nuclear. Muchos de estos
microorganismos causan enfermedades y cambios perjudiciales en alimentos,
aunque también desempefian papeles beneficiosos como la sintesis de
vitaminas en el tracto intestinal de animales y la descomposicion que ayuda a
devolver nutrientes importantes al suelo. Las estructuras que se encuentran en
las bacterias son la membrana celular, ribosomas, regién nuclear, pared celular
(en la mayoria de los casos), flagelos, vellosidades, capsulas, capas mucosas,
vacuolas de gas y esporas (Figura 4) (Brock 1978).

Figura 4 Estructura de una bacteria
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Fuente: Prescott, Harley y Klein, 2002.

5.4.1 Membrana plasmatica. Es la estructura que rodea a la célula y separa
su interior del medio produciéndose la muerte si hay destruccion de ella. Sus
principales componentes son fosfolipidos y proteinas, los fosfolipidos presentan
un lado hidrofilico y otro hidrofébico, mientras que las proteinas son
hidrofobicas (Brock 1978). Haciendo referencia a dichos fosfolipidos, se dice
gue son anibénicos y contienen fosfatidilglicerol, fosfatidilserina y cardiolipina,
constituyentes electronegativos que son orientados hacia el lado interno de la
membrana y que por tanto le confiere una carga negativa neta, que permite la
interaccion con los péptidos antimicrobianos cationicos (Yount et al. 2006).

28



5.4.2 Pared celular. Le confiere rigidez y forma, siendo quimicamente diferente
de la célula eucaridtica. Las bacterias Gram negativas presentan una estructura
pluriestratificada y compleja, mientras que las Gram positivas exhiben una
Gnica capa que a menudo es mas gruesa (Figura 5). En las bacterias Gram
positivas hasta un 90% de la pared celular esta constituido por glucoproteina y
el resto de pequefnias cantidades de acido teitoico (cargado negativamente),
mientras que en las bacterias Gram negativas solo un 5 a 20% de la pared es
glucoproteina y el resto de su pared esta constituida por lipidos, polisacaridos y
proteinas que generalmente estan presentes en una capa al exterior de la capa
de glucoproteina (Brock 1978).

Figura 5 Pared en bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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Fuente: Prescott, Harley y Klein, 2002.
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5.4.3 Escherichia coli. Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, siendo un
bacilo Gram negativo y anaerobio facultativo que no requiere de oxigeno para
crecer, aungque puede crece en su presencia, es neutrofilo con crecimiento
optimo en rangos de pH de 5.5 a 8 y puede encontrarse en las aguas sin tratar
(Prescott et al. 2002), se considera una bacteria de la flora normal aunque
existen cepas causantes de diarrea, sindrome urémico hemolitico, colitis
hemorragica y cuadros de disenteria, principalmente en nifios. Estas cepas de
E. coli productora de diarrea son: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica
(EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena (EPEC), enteroagregativa
(EAEC) y de adherencia difusa (DAEC) (Rodriguez 2002).

5.4.4 Pseudomonas aeruginosa. Es una bacteria Gram negativa
perteneciente al grupo de bacilos no fermentadoras de glucosa, MacConkey y
oxidasa positivas y otras relacionadas (Forbes et al. 2004), es un organismo
aerobio obligado que puede formar biopeliculas que lo protegen de antibioticos
y detergentes. Se puede aislar de muestras de suelo, aguas pristinas y
contaminadas por ser un microorganismo osmotolerante (Prescott et al. 2002),
asi como de plantas y animales. Todas las cepas son potencialmente
patbgenas para el hombre y pueden afectar plantas e invertebrados. En
personas, los enfermos de fibrosis quistica resultan vulnerables, pues colonizan
el tracto respiratorio produciendo infeccion incluso en los pulmones en la etapa
final de la enfermedad (Soberén 2001).

5.4.5 Staphylococcus aureus. Son cocos, Gram positivos dispuestos en
racimos, que suele constituir parte de la microflora normal humana y que
pueden ocasionar infecciones oportunistas debido a la produccion de enzimas
que contribuyen a su virulencia y propagacion; generalmente forma colonias de
color gris o amarillo dorado (Brook et al. 2005). Es un anaerobio facultativo
(Prescott et al. 2002) considerado el mayor patdogeno causante de infecciones
en la piel y tejidos, neumonia y septicemia en el hombre; han emergido cepas
resistentes a meticilina y otros agentes antibacterianos llegando a ser una
preocupacion en el ambiente hospitalario debido a las infecciones sistémicas
gue ocasiona (Mamani et al.2006).
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5.5 PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA Y
CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM)

Son pruebas que permiten establecer la interaccion entre un agente
antibacteriano y una bacteria, midiendo cuantitativamente la actividad in vitro
contra la bacteria seleccionada; dichas pruebas se dividen en dos categorias:
las pruebas de dilucién y las de difusion. En las pruebas de dilucidn se requiere
de una serie de tubos o placas que son preparadas con caldo para
posteriormente agregarles varias concentraciones de los agentes
antimicrobianos y asi ser inoculados con una suspension estandarizada de la
bacteria a evaluar. Se procede a incubar generalmente por espacio de 16 a 20
horas a una temperatura de 35°C y finalmente se establece la Concentracién
Inhibitoria Minima (CIM) (NCCLS, 2000).

En las pruebas de dilucion es posible realizar microdilucion y macrodilucion,
siendo las cantidades de caldo o medio para el crecimiento del microorganismo
lo que las diferencia; en el primer caso se utiliza generalmente 0.1 ml de caldo
que se vierten sobre bandejas estériles que tienen pocillos, mientras que para
el segundo las cantidades parten de 1 mly son agregados en tubos estériles de
13x100 mm.

En general, las pruebas de susceptibilidad son utilizadas para predecir el
resultado de una terapia antimicrobiana, epidemiologia de la resistencia,
evaluacion de la combinacién de antibidticos y estudio de nuevos agentes
antimicrobianos (NCCLS, 2000).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 AREA DE ESTUDIO

El Municipio de Popayan (Figura 6) se localiza al sur occidente de Colombia y
hace parte del departamento del Cauca entre los 2° 27’ de latitud norte y 76°
37’ de longitud desde el Meridiano de Greenwich, haciendo parte del Altiplano
de Popayéan y el Piedemonte de la cordillera Central. La cabecera municipal se
ubica en el valle de Pubenza, localizada a los 02° 26' 39" de latitud norte y 76°
37' 17" de longitud oeste con una altura sobre el nivel del mar de 1.738 metros.
Al Norte limita con los municipios de Cajibio y Totord, al Este con Totoro y
Puracé, al Sur con Puracé y Sotara y al Oeste con Timbio y el Tambo (CRC,
2003).

Figura 6 Ubicacion geografica del Municipio de Popayan.
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Se seleccionaron dos sitios de muestreo con diferente estado de alteracion
desde el punto de vista de la estructura vegetal y en particular el nUmero de
estratos verticales:

¢ Pastizal en el Barrio Villa Elena. Coordenadas: W: 76° 36’ 10.0”, N: 02° 26’
20.5”, h: 1748 m, Precision: 6.9 m. Pastizal con poca presencia de plantas
lefiosas sobresaliendo hierbas Zingiberaceae, Asteraceae, Acantaceae,
Amamelidaeceae y enredaderas Aposinaceae que evidencian la presencia de
un estrato rasante o herbaceo que rodean un humedal en el que sobresale
vegetacion flotante con abundancia de Ciperacea y Poaceae (Figura 7).

Figura 7 Pastizal en el Barrio Villa Elena. Presencia de un estrato
herbaceo.

1)

Fot.: Coral, Edwin

¢ Rastrojo en las afueras de Popayan y aledafio a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias Universidad del Cauca. Coordenadas: W: 76° 33’ 21.9”, N: 02°
28 35.5”, h: 1885, Precision 9.9 m. El sitio se caracteriza por presentar
arbustos de la familia Melastomataceae, Myrtaceae, Rosaceae (mora silvestre
del genero Rubus) y Verbenaceae como representante de un estrato arbustivo.
Adicionalmente, existe una cobertura o estrato herbaceo dominado por
Ciperaceae y Poaceae que en su conjunto rodean un humedal, denotando asi
la presencia clara de dos estratos o coberturas vegetales (Figura 8).

33



Figura 8 Rastrojo en las afueras de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
Universidad del Cauca. Presencia de un estrato herbaceo y otro arbustivo.

Fot.: Coral, Edwin.

6.2 METODO DE MUESTREO

La captura de individuos D. columbianus se realiz6 entre las 18:00 y 22:00
horas, efectuando una busqueda libre sin restricciones ademéas de seguir los
cantos efectuados por los machos, 14 individuos adultos de cada sitio fueron
puestos en cautiverio proporcionandoles un sustrato acuético (Figura 9)
ademas de alimento.

Figura 9 Sustrato acuatico para D. columbianus

Fot.: Coral, Edwin.
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6.3 OBTENCION DE LA SECRECION CUTANEA

Se utilizé un estimulador eléctrico Square wave stimulator-Lafayete de voltaje
graduable y corriente directa (DC) que por estimulos de voltaje graduable
permitieron conocer el valor minimo en el cual la rana produjo la secrecion.
Catorce ranas adultas de cada poblacién fueron estimuladas, colocando un
electrodo envuelto en algodén y humedecido con agua sobre la gula y el otro
electrodo sobre el extremo posterior del cuerpo (Figura 10), se inicio con un
voltaje equivalente a 0.01 mV, de corriente directa, posteriormente se fue
incrementando dicho valor, hasta llegar a un valor de 20 voltios y una
intensidad de 100 eventos por segundos, a cada individuo se le suministraron
tres estimulaciones con intervalos de un segundo de descanso y cada
estimulacién dur6 tres segundos. De cada sitio de colecta (14 individuos) bajo
condiciones de asepsia se colecté la secrecion por enjuague a presion con
agua desionizada y esterilizada sobre un Beacker, la secrecion se alicuoté en
tubos eppendorf de 1.5 ml y se centrifugaron a 12000 r.p.m., a 10°C durante 15
minutos, se transfirid el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf previamente
pesado y rotulado, para congelar y liofilizar; el peso de la secrecion se obtuvo
por diferencia entre el peso del tubo con el liofilizado y el peso del tubo vacio.

Figura 10 Electroestimulacién de un individuo D. columbianus.

6.4 ESTANDARIZACION DEL METODO DE MICRODILUCION EN CALDO.

6.4.1 Preparacion del inéculo. 24 horas previas a la prueba de microdiluciéon
se realizo la resiembra de las cepas Escherichia coli ATCC25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 y Staphylococcus aureus ATCC25923
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en agar Mueller Hinton, tomandose de tres a cinco colonias bien aisladas, de
tamafio y morfologia similar con un asa de punta redonda para luego
transferirse a un tubo que contenia 5 ml de caldo BHI (Brain Heart Infusion),
luego se incub6 por espacio de 4-6 horas a una temperatura de 37°C para
alcanzar el valor 0.5 McFarland equivalente a una suspension que contiene
alrededor de 1 a 2 x 10® UFC/ml, siendo el equipo Densimat necesario para tal
ajuste.

En los 15 minutos previos al desarrollo de la prueba se ajusto la turbidez de la
suspensiéon 0,5 McFarland, diluyendo 2 ml de dicha suspensién en 38 ml de
agua destilada desionizada y esterilizada (dilucion1:20) para que la
concentracion final en cada pozo de la placa de Elisa fuera 5 x 10°> UFC/m.

6.4.2 Microdilucion. Debido a que el laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad del Cauca se rige por la
normatividad NCCLS 1997, 1998, 2000, el procedimiento se manejé bajo
dichos lineamientos.

Se prepar6 una solucion de secrecion cutdnea de 2 mg/ml bajo camara de flujo
laminar, en una placa de Elisa se realizaron las diluciones y el experimento se
efectlo por triplicado utilizando medio de cultivo e inéculo como control positivo
y medio de cultivo, indculo y Cloranfenicol é Trimetropin como control negativo.

En una placa de Elisa estéril se adicionaron con micropipeta 100 ul del medio
de cultivo infusion cerebro corazén — Brain Heart Infusion (BHI) (Figura 11) en
todos los pozos con excepcion de los pozos Al, A2 y B2 (pozos de color gris
en la figura 12), puntos o pozos de referencia necesariamente vacios para el
lector de Elisa.

Figura 11 Adicion del medio de cultivo infusion cerebro corazon (BHI).

Fot.: Coral, Edwin
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Figura 12 Disefio de un bloque para la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana.
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S.aureus P.aeruginosa E.coli
Imagen: Coral, Edwin.

De la solucién 2 mg/ml se tomaron con micropipeta 100 pl que se agregaron al
pozo Al2, alli mismo se realiz6 una homogenizacion pipeteando 10 veces
teniendo precaucibn de no salpicar los pozos cercanos; del pozo Al2,
nuevamente se tomaron 100 pl y se depositaron en el pozo B12
homogenizando de inmediato y asi continuamente hasta el pozo H12 donde se
tomaron 100 pl que se descartaron, obteniendo un volumen final de 100 ul para
cada pozo (100 upl de medio de cultivo BHI, mas 100 ul de secrecion cutanea)
gue contienen las siguientes concentraciones:

Al12: 1 mg/ml - B12: 0.5 mg/ml - C12: 0.25 mg/ml - D12: 0.125 mg/ml - E12:
0.0625 mg/ml - F12: 0.03125 mg/ml - G12: 0.0156 mg/ml - H12: 0.00781
mg/ml.

Se procede igualmente para los pozos de las columnas 11, 10,9,8,7,6,5y 4
(Figura 12).

Luego se establecieron los controles negativos o inhibicién que requirieron para
el respectivo pozo el uso de 100 pl de Trimetropin 2 mg/ml (E. coliy S. aureus)
y Cloranfenicol 2mg/ml (P. aeruginosa) segun sea el caso; los pozos
destinados para los controles negativos fueron C1, C2 y C3 (Trimetropin — E.
coli), E1, E2 y E3 (Cloranfenicol — P. aeruginosa) y G1, G2 y G3 (Trimetropin —
S. aureus) (Figura 12).

El dltimo paso fue la adicion del in6culo (cepas) que presenta una
concentracion final de 5 x 10° UFC/ml. Las columnas 10, 11 y 12 se inoculan
con la cepa E. coli; 7, 8 y 9 con la cepa P. aeruginosa y las columnas 4,5y 6
con la cepa S. aureus (Figura 12).
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Los pozos D1, D2, D3; F1, F2, F3 y H1, H2, H3 se destinaron como control
positivo o crecimiento por lo que no llevan ninguna dilucion de la solucion stock
y son inoculados solo con las cepas: D1, D2 y D3 con E. coli; F1, F2 y F3 por
P. aeruginosa y H1, H2 y H3 con la cepa S. aureus (Figura 12).

La cantidad de in6culo equivalente a un volumen de 10 ul se puede agregar
con la misma punta por cada columna. Finalmente se cubrio la placa con papel
Parafilm (Figura 13) y se procede a incubar a 37°C por espacio de 18 horas.

Figura 13 Cubrimiento de la placa con papel Parafilm.
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Fot.: Coral, Edwin.

Los pozos de color blanco en la figura 12 (A3, B2 y B3) son los controles de
esterilidad que solo llevan medio de cultivo, de tal forma que indican la asepsia
con la que se realiza la prueba ademas de indicar la esterilidad del medio de
cultivo, aspectos importantes en las pruebas microbiol6gicas.

6.4.3 Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM). La CIM
se consider6 como la concentracibn mas baja en la que se observa una
disminucién de la densidad Optica igual o superior al 50 por ciento con respecto
a la del control de crecimiento. Posterior a la incubacion se tomé el valor de la
densidad Optica o lectura a traves del lector Elisa Thermo Electron Corporation
Multiskan EX (Figura 14) a una longitud de onda de 620 nm, el valor obtenido
para cada pozo de las placas es una medida espectrofotométrica que se
relaciona con la turbidez de la suspension bacteriana, por tanto que altos
valores de lectura o absorbancia indiquen mayor turbidez debido a la cantidad
de células como resultado del crecimiento bacteriano.
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Figura 14 Lector de Elisa Thermo Electron Corporation Multiskan EX.

7 Fot.: orI, Edwin.

6.5 DISENO EXPERIMENTAL

Se realiz6 un disefio experimental de bloques no aleatorios, para cada sitio se
montaron por triplicado tres blogues correspondientes a cada bacteria y en
cada bloque se efectuaron tres repeticiones, cada repeticion con diez
tratamientos correspondientes a ocho concentraciones de secrecion cutdnea
ademas del control positivo y negativo (Figura 12). El andlisis estadistico de los
datos se efectué con el software SPSS (Statistical Package for Social
Scientific), version académica 11.0, mediante la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis complementada con la prueba U de Mann-Whitney. Para
determinar el valor de la CIM se identifico a través de estimacion curvilinea la
férmula que mejor expresd la relacion de dependencia entre la variable
dependiente (lectura) y la variable independiente (concentracion) para luego
despejar en cada caso la variable concentracibn, ademas se realiz6 la
correlacién de Spearman para verificar el tipo de correlacion entre las variables,
soportadas por las graficas de regresion lineal.
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7. RESULTADOS

7.1 ESTANDARIZACION DE LA OBTENCION DE LA SECRECION
CUTANEA DE D. columbianus

La secrecion cutdnea de las dos poblaciones fue una sustancia incolora que
presenta olor y sabor amargo, por cada sitio de colecta se recogieron
aproximadamente 50 ml de una mezcla de agua y secrecién cutanea de
apariencia viscosa y espumosa (Figura 15). Cuando se efectuaron
estimulaciones con valores bajos de voltaje no se observo estrés alguno en lo
individuos, sin embargo, cuando las estimulaciones se acercaron a un valor de
20 V, las ranas estiraron sus extremidades posteriores y falanges y se produjo
un olor amargo indicando la produccion de secrecion; este es un método no
invasivo en el que los individuos no mueren y se recuperan en un lapso de diez
minutos. La secrecion liofilizada presento coloracién blanca, aspecto fibroso,
lanoso o algodonoso (Figura 16), sin olor y ain con sabor amargo.

Figura 15 Aspecto de la secrecidén cutanea por enjuague.

Fot.: Coral, Edwin.
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Figura 16 Secrecién cutanea liofilizada.

Fot.: Coral, Edwin.

7.2 PRUEBA DE MICRODILUCION EN CALDO

Luego de incubar tras realizar el procedimiento de microdilucion en caldo, se
verificaron las buenas practicas de asepsia, al observar la transparencia y no
crecimiento bacteriano de los pozos de esterilidad, de igual forma, los pozos
negativos que contenian los antibidticos Trimetropin o Cloranfenicol 2mg/mi
inhibieron satisfactoriamente el crecimiento de las cepas (recuadro en rojo de
las figuras 17 y 18).

Figura 17 Verificacion de las buenas practicas de asepsia.

Fot.: Coral, Edwin.
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Figura 18 Verificacion del control negativo en unas de las placas, los
pozos no presentan turbidez en comparacion al control positivo (pozos
D1, D2y D3).

Fot.: Coral, Edwin.

7.3 DISTRIBUCION NORMAL, HOMOGENIDAD DE VARIANZAS Y
COMPARACION ENTRE BLOQUES

En primera instancia se presentan los estadisticos descriptivos, con el objetivo
de dar a conocer las variables utilizadas en el analisis estadistico (Anexo 1).
Los resultados estadisticos indicaron que las lecturas o valores de absorbancia
no se ajustan a la distribuciéon normal (Kolmogorov — Smirnov; p < 0.05) (Tabla
1) ni a la homogeneidad de varianzas (Levene; p < 0.05) (Tabla 2) en
consecuencia los analisis estadisticos se realizaron mediante las pruebas
Kruskal Wallis y U de Mann-Whitney.

La comparacién entre los bloques a partir de la prueba no paramétrica Kruskal
Wallis muestra que existe una diferencia significancia marginal estadistica (Sig.
asintot.: 0.050) (Tabla 3), con esta prueba también se verifica que no hay
diferencia significativa entre la interaccién de las variables concentracién y
bacterias (CONBAC) respecto a la lectura (Anexo 2).
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Tabla 1 Distribucion normal: Kolmogorov — Smirnov.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
concentracion N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
lectura ,00000 54 100,0% 0 ,0% 54 100,0%
,00781 54 100,0% 0 ,0% 54 100,0%
,01560 54 100,0% 0 ,0% 54 100,0%
,03125 54 100,0% 0 ,0% 54 100,0%
,06250 54 100,0% 0 ,0% 54 100,0%
, 12500 54 100,0% 0 ,0% 54 100,0%
,25000 54 100,0% 0 ,0% 54 100,0%
,50000 54 100,0% 0 ,0% 54 100,0%
1,00000 54 100,0% 0 ,0% 54 100,0%
Tabla 2 Homogeneidad de varianzas: Prueba de Levene.
Prueba de homogeneidad de la varianza
Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
lectura Basandose en la media 2,103 8 477 ,034
Basandose en la
mediana. 1,900 8 477 ,058
Basandose en la
mediana y con gl 1,900 8 441,109 ,058
corregido
Basandose en la media
recortada 1,980 8 477 ,047
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Tabla 3 Prueba Kruskal Wallis para verificar la diferencia entre
blogues del experimento. Resultado: Significativo marginal.

Rangos
Rango
bloques N promedio
lectura  bloque 1 162 260,86
bloque 2 162 223,07
bloque 3 162 246,56
Total 486

Estadisticos de contrasté&®

lectura
Chi-cuadrado 5,982
gl 2
Sig. asintoét. ,050

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. variable de agrupacién: blogues

los

7.4 RELACION ENTRE LA PROCEDENCIA DE LAS RANAS Y EL EFECTO

SOBRE EL CRECIMIENTO MICRO

BIANO

La secrecion cutanea de los individuos de las dos poblaciones tuvieron efectos
diferentes sobre el crecimiento bacteriano, el resultado de la prueba Kruskal
Wallis revela que hay una diferencia altamente significativa entre los habitats o
sitios de colecta respecto a la lectura o crecimiento bacteriano (Sig. asintot.:

0.000) (Tabla 4).

Tabla 4 Prueba Kruskal Wallis para la comparacion de la lectura vs.

habitats.

Rangos
Rango
habitat N promedio
lectura  Pastizal 243 269,97
Rastrojo 243 217,03
Total 486
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Estad isticos de contrast&®

lectura
Chi-cuadrado 17,269
gl 1
Sig. asintot. ,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. variable de agrupacion: habitat

7.5 EFECTO DE LA SECRECION CUTANEA DE LAS RANAS COLECTADAS
EN PASTIZAL

7.5.1 Efecto de la secrecién cutanea de las ranas colectadas en pastizal
sobre el crecimiento de las cepas bacterianas. La secrecion de las ranas
provenientes de pastizal produjo efectos diferentes de crecimiento o inhibicién
en las tres cepas de bacterias, la prueba Kruskal Wallis muestra que hay una
alta diferencia estadistica (Sig. asintét. 0.000) (Tabla 5) al comparar la lectura
vs. las cepas bacterianas.

Tabla 5 Prueba Kruskal Wallis para la comparacion de la lectura vs. cepas
bacterianas, a partir de la secrecidén cutanea de las ranas colectadas en
pastizal.

Rangos
Rango
bacterias N promedio
lectura E. coli 81 133,31
P. aeruginosa 81 169,70
S. aureus 81 62,99
Total 243

Estadisticos de contrasté®

lectura
Chi-cuadrado 96,494
al 2
Sig. asintot. ,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. variable de agrupacion: bacterias
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Se tuvo que el crecimiento de las cepas presentan un valor significativo frente a
la secrecion cutdnea y por tanto se requiri6 conocer cuél o cuéles son las
bacterias que ejercian dicha significancia y para ello se empleé la prueba U de
Mann-Whitney realizando las comparaciones a través de la combinacion de
parejas de bacterias (Anexo 3).

7.5.2 Estimacion curvilinea, Correlacion de Spearman y Regresion lineal

7.5.2.1 Escherichia coli. La estimacion curvilinea para la lectura de la cepa E.
coli vs. concentracion, indico que la ecuacion cuadratica es la mas significativa:
Dependent  Mth Rsq df. F Sigf b0 bl

Lectura QUA ,030 79 1,19 ,031 ,6315 ,2752

Lectura = 0.6315 + (0.2752/Concentracion)

Figura 19 Curva de la ecuacion cuadréatica para la concentracion vs.
lectura de E. coli, para la secrecion de las ranas colectadas en pastizal.
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Se identific6 que las concentraciones evaluadas no presentan actividad
antimicrobiana para la cepa E. coli ATCC25922 al realizar la prueba Kruskal
Wallis (Sig. asintot.: 0.733) (Tabla 7). Sin embargo, la ecuacion cuadratica es la
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gue mejor se acomoda a la grafica de la concentracion vs. la lectura de E. coli a
partir de la secrecion de las ranas colectadas en pastizal (Sig. 0.031), en donde
la lectura o el crecimiento de la bacteria disminuye hacia la concentracion de
0.5 mg/ml, luego la curva asciende indicando el crecimiento del
microorganismo a pesar del incremento en la concentracidon de las dosis
(Figura 19). La regresion lineal a pesar de ser un método paramétrico se utilizd
para observar el comportamiento de la curva resultado de la lectura vs. la
concentracion (Figura 20), indicando un leve descenso del crecimiento de la
bacteria a medida que se utilizan las dosis mas altas corroborando asi, el
resultado de la prueba Kruskal Wallis (Tabla 7) de la no existencia de actividad
antimicrobiana . Del mismo modo, la correlacion de Spearman indicé que existe
un coeficiente de correlacion débil, negativo (-0.143) y no significativo (Sig.
bilateral 0.202) entre las concentraciones y sus correspondientes lecturas
(Tabla 6).

Figura 20 Regresion lineal para la concentracion vs. lectura de E. coli,
para la secrecién de las ranas colectadas en pastizal.
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Tabla 6 Correlacion de Spearman entre las concentraciones y las lecturas

de E. coli, para la secrecion de las ranas colectadas en pastizal.

Correlaciones

concentracion lectura
Rho de Spearman  concentracion  Coeficiente de
correlacion 1,000 -143
Sig. (bilateral) . ,202
N 81 81
lectura Coeficiente de
correlacion -143 1,000
Sig. (bilateral) ,202 .
N 81 81

Tabla 7 Prueba Kruskal Wallis para determinar la diferencia significativa
entre las concentraciones y la cepa E. coli a partir de la secrecidén cutanea
de las ranas colectadas en pastizal. Resultado: No significativo.

Sstadisticos de contraste: Concentracion vs E. cqf

lectura
Chi-cuadrado 5,231
gl 8
Sig. asintot. , 733

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. variable de agrupacién: concentracion

7.5.2.2 Pseudomonas aeruginosa. La estimacion curvilinea para la lectura de
la cepa P. aeruginosa, indica una ecuacién de crecimiento:

Mth
GRO

d.f. F
79 7,25

b0
-,2606

bl
-,2726

Dependent
Lectura

Rsq
,084

Sigf
,009

In Lectura = — 0.2606 + (- 0.2726 x Concentracion)
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Figura 21 Curva de la ecuacion crecimiento para la concentracion vs.
lectura de P. aeruginosa, para la secrecion de las ranas colectadas en
pastizal.
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La actividad antimicrobiana para la cepa P. aeruginosa ATCC27853 se
confirmd luego de comparar las concentraciones frente a la bacteria a través de
la prueba Kruskal Wallis (Sig. asintét. 0.033) (Tabla 9). Con la prueba a
posteriori U de Mann Whitney se examinaron a través de parejas de
concentraciones todas las combinaciones de estas, obteniendo los valores mas
significativos para la concentracion de 1 mg/ml vs 0 mg/ml (Sig. asint6t.: 0.002)
y 0.5 mg/ml vs 0.00781 mg/ml (Sig. asint6t.: 0.003), y esto se atribuye a que
son comparaciones entre las concentraciones mas alta y mas baja, ademas de
aguella en donde la concentracibn de secrecidn es igual a cero; otras
comparaciones por medio de la misma prueba muestran que se esperaria
encontrar que al evaluar concentraciones por encima de 0.125 mg/ml se
obtenga mayor inhibicion para la bacteria P. aeruginosa, mientras que las
concentraciones de 0.03125, 0.0156 y 0.00781 mg/ml no causaron efecto
antibacteriano.

La ecuacion matematica con mayor valor significativo para la curva resultado
de la gréfica concentracién vs. lectura es la ecuacion crecimiento (Sigf. 0.009),
mostrando una curva con valores cada vez mas bajos de crecimiento a medida
gue se incrementa la concentracion (Figura 21), como también se evidencia
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con la regresion lineal (Figura 22) y el valor significativo (Sig. bilateral 0.000) y
débil (-0.431) del coeficiente de correlacion de Spearman (Tabla 8).

Figura 22 Regresion lineal para la concentracion vs. lectura de P.
aeruginosa, para la secrecion de las ranas colectadas en pastizal.
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Tabla 8 Correlacion de Spearman entre las concentraciones y las lecturas
de P. aeruginosa, para la secrecion de las ranas colectadas en pastizal.

Correlaciones

concentracion lectura
Rho de Spearman  concentracion  Coeficiente de o
correlacion 1,000 -431
Sig. (bilateral) . ,000
N 81 81
lectura Coeficiente de
_ * X
correlacion 431 1,000
Sig. (bilateral) ,000 .
N 81 81

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla 9 Prueba Kruskal Wallis para determinar la diferencia significativa
entre las concentraciones y la cepa P. aeruginosa a partir de la secrecién
cutanea de las ranas colectadas en pastizal. Resultado: Significativo.

Estad isticos de contraste: Concentraci6n vs P. aerugino &3

lectura
Chi-cuadrado 16,711
gl 8
Sig. asintat. ,033

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. variable de agrupaciéon: concentracion

7.5.2.2.1 Concentracion Inhibitoria Minima. La lectura del control positivo
que indicé un 100% de crecimiento de P. aeruginosa es el promedio 0,928, por
lo que la lectura que indica un 50% de crecimiento bacteriano es la lectura
0,464; por tanto para determinar por extrapolacion el valor de la concentraciéon
en donde solo la mitad de las bacterias crecen (CIM), se toma la ecuaciéon
lineal identificada a partir de la estimacién curvilinea, despejando la variable
concentracion y reemplazando el valor 0.464 (50% de crecimiento bacteriano)
en el término lectura:

In Lectura = — 0.2606 + (- 0.2726 x Concentracion)

In lectura — (—0.2606)
—0.2726

Concentracion =

In 0.4644 — (—0.2606)
~0.2726

Concentracion =

CIM = 1.85 mg/ml

7.5.2.3 Staphylococcus aureus. La estimacion curvilinea para la lectura de la
cepa S. aureus, indica una ecuaciéon cuadratica:

Dependent Mth  Rsq d.f. F Sigf b0 bl b2
Lectura QUA 107 78 4,66 ,012 ,4873 -6591 ,6133

Lectura = 0.487 — 0.6591 x Concentracion + 0.6133 x Concentracion?
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Figura 23 Curva de la ecuacion cuadréatica para la concentracion vs.
lectura de S. aureus, para la secreciéon de las ranas colectadas en pastizal.
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Se demostr6 estadisticamente que no existe actividad antimicrobiana para la
cepa S. aureus ATCC25923 luego de comparar las concentraciones y lecturas
a través de la prueba Kruskal Wallis y que presenta un valor no significativo
(Sig. asintét.: 0.083) (Tabla 11), a pesar de ello, la ecuacién cuadratica es la
gue mejor describe el comportamiento de la curva de la concentracién vs. la
lectura para S. aureus, sefialando que el crecimiento de esta bacteria
disminuye hacia la concentracion de 0.5 mg/ml, asi mismo, la concentracién
mas alta (1 mg/ml) y mas baja (0.00781 mg/ml) presentan los valores mas altos
de lectura y por tanto los mas desfavorables en cuanto a inhibicion del
crecimiento bacteriano (Figura 23). Este resultado no es concordante con la
regresion lineal (Figura 24), en donde se observa una gréafica casi paralela al
eje de la variable concentracion y con una ligera tendencia a disminuir el valor
de la lectura o desarrollo bacteriano a medida que la linea se acerca a las
concentraciones mas altas, tal como sucede con la correlacion de Spearman
(Tabla 10) cuyo resultado indica que existe un coeficiente de correlacién débil (-
0.322) y significativo (Sig. bilateral 0.003).
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Figura 24 Regresion lineal para la concentracién vs. lectura de S. aureus,
para la secrecién de las ranas colectadas en pastizal.
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Tabla 10 Correlacion de Spearman entre las concentraciones y las
lecturas de S. aureus, para la secrecion de las ranas colectadas en
pastizal.

Correlaciones

concentracion lectura
Rho de Spearman  concentracion  Coeficiente de -
correlacién 1,000 -322
Sig. (bilateral) . ,003
N 81 81
lectura Coeficiente de
- * A
correlacién 322 1,000
Sig. (bilateral) ,003 .
N 81 81

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla 11 Prueba Kruskal Wallis para determinar la diferencia significativa
entre las concentraciones y la cepa S. aureus a partir de la secrecion
cutanea de las ranas colectadas en pastizal. Resultado: No significativo.

Estadisticos de contraste: Concentracién vs. S. aureds

lectura
Chi-cuadrado 13,956
al 8
Sig. asintot. ,083

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacién: concentracion

7.6 EFECTO DE LA SECRECION CUTANEA DE LAS RANAS COLECTADAS
EN RASTROJO

7.6.1 Efecto de la secrecion cutdnea de las ranas colectadas en rastrojo
sobre las cepas bacterianas. El resultado de la comparacion de la lectura vs.
las cepas bacterianas a través de la prueba Kruskal Wallis revel6 que hay una
alta diferencia estadistica (Sig. asintét. 0.000) (Tabla 12).

Tabla 12 Prueba Kruskal Wallis para la comparacion de la lectura vs.
cepas bacterianas, a partir de la secrecion cutanea de las ranas
colectadas en rastrojo.

Rangos
Rango
bacterias N promedio
lectura E. coli 81 145,94
P. aeruginosa 81 168,56
S. aureus 81 51,49
Total 243
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Estadisticos de contrasté®

lectura
Chi-cuadrado 126,437
gl 2
Sig. asintot. ,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. variable de agrupacion: bacterias

Dado esto, se realizaron pruebas a posteriori para determinar cual o cuales son
las bacterias que son diferentes estadisticamente (Anexo 4).

7.6.2 Estimacion curvilinea, Correlacion de Spearman y Regresion lineal

7.6.2.1 Escherichia coli. La estimacion curvilinea para la lectura de la cepa E.
coli, indica una ecuacion exponencial:

Dependent  Mth Rsq d.f. F Sigf b0 bl
Lectura EXP ,100 79 8,79 ,004 ,5818 -,1890

Lectura = 0.581 x e(70-189%Concentracion) § | (Lectura) = 0.581 — 0.189 x Concentracion

Figura 25 Curva de la ecuacion exponencial para la concentracién vs.
lectura de E. coli, para el rastrojo.
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Para el caso de la secrecion de las ranas colectadas en rastrojo y en particular
para la cepa E. coli se determind la actividad antimicrobiana dado que p < 0.05
(Tabla 14) al momento de comparar la lectura con la cepa, posterior a ello se
concluye que las concentraciones de 1 y 0.5 mg/ml son las que presentan
mayores diferencias estadisticas (Sig. asintét. 0.002 y 0.001 respectivamente) y
por tanto son las que tienen mayor actividad antimicrobiana para E. coli
ATCC25922 luego de aplicar la prueba U de Mann Whitney.

Se establecié que al evaluar las concentraciones altas de secrecion cutanea
existe menor proliferacién de la cepa lo que se traduce en mayor efectividad
antimicrobiana luego de determinar que la ecuacién matematica de mayor
significancia es la exponencial (Sigf. 0,004) (Figura 25), donde la interpretacion
tanto de su curva (Figura 25), correlaciébn de Spearman con un valor de
correlacion negativo (-0.385) y significativo (Sig. bilateral 0.000) (Tabla 13),
ademas de la regresion lineal (Figura 26) conllevan a dicho planteamiento.

Figura 26 Regresion lineal para la concentracion vs. lectura de E. coli,
para la secrecién de las ranas colectadas en rastrojo.
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Tabla 13 de Spearman entre las concentraciones y las lecturas de E. coli,
para la secrecidon de las ranas colectadas en rastrojo.

Correlaciones

concentracion lectura
Rho de Spearman  concentraciéon  Coeficiente de -
correlacion 1,000 -385
Sig. (bilateral) . ,000
N 81 81
lectura Coeficiente de
_ * A
correlacion 385 1,000
Sig. (bilateral) ,000 .
N 81 81

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Tabla 14 Prueba Kruskal Wallis para determinar la diferencia significativa
entre las concentraciones y la cepa E. coli a partir de la secrecidén cutanea
de las ranas colectadas en rastrojo. Resultado: Significativo.

=stadisticos de contraste: Concentracion vs E. cAt

lectura
Chi-cuadrado 20,553
gl 8
Sig. asintot. ,008

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. variable de agrupacion: concentracion

7.6.2.1.1 Concentracion Inhibitoria Minima. Se procedié de manera similar
como en el caso de P. aeruginosa a partir de la secrecién de la poblacién del
pastizal. Para este caso el valor de la lectura que indica un 100% de
crecimiento es 0,703 y la mitad de este valor revela un 50% de crecimiento que
equivale a 0,351. Se procede a despejar y reemplazar en la ecuacién
exponencial.

In(Lectura) = 0.581 — 0.189 X Concentracion

In (Lectura) — 0.5818
—0.189

Concentracion =

In (0.351) — 0.5818
—0.189

Concentracion =

CIM = 8.61 mg/ml
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7.6.2.2 Pseudomonas aeruginosa. La estimacion curvilinea para la lectura de
la cepa P. aeruginosa, indica que la ecuacion lineal es la de mayor significancia
estadistica:

Dependent Mth Rsq d.f. F Sigf b0 bl
Lectura LIN ,041 79 3,38 ,070 ,6579 -,1100

Lectura = 0.657 — 0.11 X Concentracion

Figura 27 Curva de la ecuacién lineal para la concentracion vs. lectura de
P. aeruginosa, para el rastrojo.
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La no existencia de actividad antimicrobiana para P. aeruginosa queda
establecida con el resultado no significativo (Sig. asintot. 0.094) (Tabla 16) de
la prueba Kruskal Wallis luego de confrontar la concentracion y la cepa.

La estimacion curvilinea para el caso de P. aeruginosa a partir de la lectura y

concentracion de la secrecion de las ranas procedentes de rastrojo, establecié
que estadisticamente ninguna ecuacion matematica se ajusta a la grafica
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lectura vs. concentracion, no obstante se presenta la grafica de la ecuacion
lineal (Figura 27) como la méas cerca de ser significativa con un valor de 0.07.

La asociacion entre las concentraciones y las lecturas es significativa (Sig.
bilateral 0.007) y negativa no perfecta (-0.296) (Tabla 15), también se muestra
la grafica de regresion lineal (Figura 28).

Figura 28 Regresion lineal para la concentracion vs. lectura de P.
aeruginosa, para la secrecion de las ranas colectadas en rastrojo.
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Tabla 15 Correlacion de Spearman entre las concentraciones y las
lecturas de P. aeruginosa, para la secrecién de las ranas colectadas en
rastrojo.

Correlaciones

concentracion lectura
Rho de Spearman  concentracion  Coeficiente de o
correlacion 1,000 -,296
Sig. (bilateral) . ,007
N 81 81
lectura Coeficiente de
_ A
correlacion 296 1,000
Sig. (bilateral) ,007 .
N 81 81

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Tabla 16 Correlacion de Spearman entre las concentraciones y las
lecturas de P. aeruginosa, para la secrecidén de las ranas colectadas en
rastrojo.

Estadisticos de contraste: Concentracion vs P. aerugino &4

lectura
Chi-cuadrado 13,549
al 8
Sig. asintot. ,094

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: concentracion

7.6.2.3 Staphylococcus aureus. La estimacion curvilinea para la lectura de la
cepa S. aureus, indica una ecuacion exponencial:

Dependent  Mth Rsq d.f. F Sigf b0 bl
Lectura EXP 273 79 29,65 ,000 ,3991 -,4225
Lectura = 0.399 X e(—0.4225><Concentraci('m)

O

In(Lectura) = 0.399 — 0.4225 X Concentracion
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Figura 29 Curva de la ecuacion exponencial para la concentracion vs.
lectura de S. aureus, para el rastrojo.
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La actividad antimicrobiana se determiné con la prueba Kruskal Wallis luego de
obtener un resultado con alta diferencia significativa (Sig. asintét.: 0.000) (Tabla
18) al comparar la concentracién frente a la cepa S. aureus.

El valor de mayor significancia estadistica en la estimacion curvilinea es la
ecuacién matematica exponencial (Sigf. 0.000) (Figura 29); la interpretacion de
la regresion lineal (Figura 30) y la correlacion de Spearman (Tabla 17)
sefialaron que existe un considerable descenso del crecimiento de la bacteria
al utilizar las dosis mas fuertes como lo indica las comparaciones de la prueba
U de Mann Whitney (Sig. asintot.: 0.001).
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Figura 30 Regresion lineal para la concentracién vs. lectura de S. aureus,
para la secrecidon de las ranas colectadas en rastrojo.
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Tabla 17 Correlacion de Spearman entre las concentraciones y las
lecturas de S. aureus, para la secrecion de las ranas colectadas en
rastrojo.

Correlaciones

concentracion lectura
Rho de Spearman  concentracién  Coeficiente de
correlacion 1,000 472
Sig. (bilateral) . ,000
N 81 81
lectura Coeficiente de -
correlacion 472 1,000
Sig. (bilateral) ,000 .
N 81 81

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla 18 Prueba Kruskal Wallis para determinar la diferencia significativa
entre las concentraciones y la cepa S. aureus a partir de la secrecion
cutanea de las ranas colectadas en rastrojo. Resultado: Significativo.

Estadisticos de contraste: Concentracion vs S. aureu®

lectura
Chi-cuadrado 29,644
al 8
Sig. asintoét. ,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. variable de agrupacién: concentracion

7.6.2.3.1 Concentraciéon Inhibitoria Minima. Para este caso, la lectura que
muestra un 100% de crecimiento es el valor 0,426 y el 50% de crecimiento esta
reflejado por el valor 0,213; se procede a despejar y reemplazar para obtener el
valor CIM.

In(Lectura) = 0.399 — 0.4225 X Concentracién

In(Lectura) — 0.3991
—0.4225

Concentracion =

In(0.213) — 0.3991
—0.4225

Concentracion =

CIM = 4.60 mg/ml
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8. DISCUSION

El olor y sabor amargo de la secrecion frente a una situacion de estrés
seguramente hace parte de una estrategia antipredatoria de D. columbianus,
como el caso de las ranas coloreadas pertenecientes a la familia Dendrobatide
donde se ha identificado componentes utiles como defensa quimica
antipredatoria (Daly et al. 2003) y esto como resultado de la presion sobre la
presa que por evolucibn han obtenido mecanismos de defensa como las
sustancias toxicas y nocivas (Darst et al. 2005); sin embargo a la fecha y para
el género Dendropsophus no existen trabajos publicados respecto a la
secrecion como un mecanismo antipredatorio.

Estadisticamente las lecturas correspondientes a la turbidez que indican el
crecimiento bacteriano en presencia de secrecion cutanea no se ajustan a la
distribuciéon normal (Kolmogorov-Smirnov; p < 0.05) (Tabla 1), la distribucién de
sus varianzas no son homocedasticas (Levene; p < 0.05) (Tabla 2) y la
diferencia estadistica entre los bloques es significativa marginal (sig. asintot.
0,05) (Tabla 3), indicando para este ultimo caso que las condiciones en las que
se trabaj6 cada placa de Elisa con sus respectivos bloques no fueron idénticas;
los resultados para estos tres aspectos se atribuyen principalmente a las
minimas repeticiones estadisticas de cada concentracion por bloque y para
cada bacteria. Las correcciones a estos eventos para obtener datos con
distribucién normal y varianzas homogéneas con el propésito de aplicar
pruebas paramétricas sin desmeritar la potencia de las pruebas no
paramétricas, son el aumento de repeticiones para cada tratamiento en cada
bloque y el control estricto de covariables o variables externas del experimento
como lo es la temperatura; sin olvidar que el experimento debe ser ejecutado
por el mismo investigador.

8.1 RELACION ENTRE LA PROCEDENCIA DE LAS RANAS Y EL EFECTO
SOBRE EL CRECIMIENTO MICROBIANO

La actividad biologica de la secrecion cutanea vario dependiendo del sitio de

procedencia frente al crecimiento las tres bacterias segun la prueba Kruskal

Wallis (Tabla 4), hecho que se demuestra con la determinacion antimicrobiana

de una sola cepa (P. aeruginosa) para el caso de la poblacién del pastizal y de

dos cepas (E. coli y S. aureus) para la poblacion del rastrojo. Al ser sitios de

colecta diferentes desde el punto de vista de alteracion y especificamente a
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través de coberturas o estratos vegetales, se puede inferir que entre un sitio y
otro existen cambios cuantitativos de las variables ambientales, tales como la
temperatura del agua y del suelo, humedad relativa, luminosidad; ademas de
cambios en parametros fisicoquimicos del agua como la demanda de oxigeno,
pH, nitratos, salinidad y fosfatos que conllevan al cambio microbiolégico del
agua que pueden favorecer la proliferacion de bacterias quimilitotréficas,
quimiorganotroficas, osmotolerantes, acidofilas, neutrofilas, alcaldfilas,
psicrofilas, mesdfilas, termdofilas, aerobios obligados, anaerobios facultativos,
anaerobios aerotolerantes, anaerobios obligados o microaerofilos (Prescott et
al. 2002); por tanto, como el agua es finalmente el recurso con el cual la rana
presenta mayor interaccion, las dos poblaciones estarian expuestas a
diferentes microorganismos y abundancias de los mismos, donde las ranas
posiblemente adquirieran mayor especificidad y potencia contra un
determinado microorganismo agresor ya sea a través de una mutacién o
estimulacién para la sintesis de un péptido antimicrobiano (Weinberg et al.1998
y Vanhoye et al. 2003).

El crecimiento de las cepas ATCC evaluadas presentan valores altamente
significativos (Sig. asint6t. 0.000) a través de la prueba Kruskal Wallis tanto al
ser tratadas con la secrecion de los individuos provenientes de pastizal (Tabla
5) como los de rastrojo (Tabla 12), asi mismo, a través de la prueba U de Mann
de Whitney (Anexo 3 y Anexo 4) se identific6 que las diferentes
concentraciones de los dos tipos de secrecién producen efectos de inhibicién
dependiendo de la cepa. Esto se consideraria normal, pues las bacterias E,
coli, P. aeruginosa (Gram negativas) y S. aureus (Gram positiva) son diferentes
(Nufez et al. 2008, Prescott et al. 2002), con metabolismos diferentes, acervo
genético propio y causantes de particularidades especificas (Soberén 2001,
Rodriguez 2002, Forbes et al., 2004, Batlle et al. 2005, Brook et al. 2005,
Mamani et al.2006, Martinez et al. 2007) que presentan diferente reaccion ante
la secrecion anura.

8.2 SECRECION CUTANEA DE LAS RANAS COLECTADAS EN PASTIZAL

8.2.1 Concentracion Inhibitoria Minima Pseudomonas aeruginosa. Con los
resultados de las lecturas no se logro determinar directamente la CIM para la
cepa P. aeruginosa, cepa en la cual se determind la actividad antimicrobiana,
por tanto, se realiz6 una extrapolacion a partir de la ecuacibn matematica
obtenida por la estimacion curvilinea, resultando de ello una CIM = 1.85 mg/ml,
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el valor de r* (Rsq) para la ecuacion es de 0.084, por tanto se puede decir que
solo un 8.4% de la variacion en la concentracién se relaciona con el cambio del
crecimiento bacteriano, como se puede ver, se trata de un porcentaje pequefio
de relacion entre las dos variables por tanto el valor de CIM obtenido puede
estar errado en un 91.6%, este alto valor de incertidumbre se discute mas
adelante junto a los otros valores obtenidos.

8.3 SECRECION CUTANEA DE LAS RANAS COLECTADAS EN RASTROJO

8.3.1 Concentracién Inhibitoria Minima Escherichia coli. Se realiz6 una
extrapolacion a partir de la ecuacibn matematica exponencial obtenida por
estimacién curvilinea, resultando una CIM = 8.61 mg/ml, el valor de r* (Rsq)
para la ecuacion es de 0.100, por tanto un 10% de la variacion en la
concentracion se relaciona con la variacion del crecimiento bacteriano, como
en el caso anterior, se trata de un porcentaje pequefio de relacion entre las dos
variables y existe un alto porcentaje de que la relacién no sea cierta.

8.3.2 Concentracién Inhibitoria Minima Staphylococcus aureus. A partir de
la ecuacién exponencial se realizé la extrapolacion de la CIM obteniendo un
valor de 4.60 mg/ml. El valor de r* (Rsq) para la ecuacién equivale a 0.273 y el
27.3% de la variacién en la concentracidon esta relacionada con el cambio del
crecimiento bacteriano, como en los dos casos anteriores de determinacion de
CIM, un valor equivalente al 72.7% determina que la relacién no sea cierta.

Los bajos valores de r? para los tres casos en donde se determiné la actividad
antimicrobiana tanto para la poblacion del pastizal y rastrojo, pueden ser
resultado de la distribucion no normal y la no homogeneidad de varianzas de
los valores de las lecturas. Otro factor importante que puede influenciar el valor
r* es la utilizacién de la secrecién cruda total en donde posiblemente existan,
como se ha descubierto en otras secreciones, aparte de péptidos con actividad
antimicrobiana, otras moléculas con diferentes actividades biologicas (Brand et
al. 2006, Conceicéo et al. 2007) que interfieran con la accion e interaccion de
los péptidos antimicrobianos con las cepas bacterianas, haciendo referencia en
ultimas a la pared y membrana celular, estructuras donde se ha demostrado
que los péptidos aislados de secreciones cutaneas de anuros, tienen su
actividad (Nascimento et al. 2003, Pukala et al. 2006, Yount et al. 2006); otra
explicacion a los altos valores de CIM y bajos valores de r cuadrado en los tres
casos donde se determina la actividad, posiblemente indican que los péptidos
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gue se encuentran en las dos poblaciones de D. columbianus presentan una
baja carga neta positiva que no permite la atraccion electroestatica e insercion
de los péptidos en las membranas de las bacterias, pues se ha evaluado que
diferentes péptidos antimicrobianos con alta carga positiva pueden ser cinco o
diez veces mas activos (Weinberg et al. 1998). Adicional a ello, las secreciones
son mezclas complejas compuestas por moléculas biolégicamente activas, una
de esas actividades es la antibidtica demostrada en péptidos totalmente
purificados de secreciones cutaneas donde se destaca su arreglo estructural
para penetrar en la membrana celular bacteriana, esto principalmente por la
conformacién de alfa hélice y la presencia de regiones especificas de
aminoécidos que reconocen la membrana bacteriana, ya al evaluar toda la
secrecion de D. columbianus dichas regiones especificas pueden estar
compitiendo con regiones especificas propias de otras moléculas de la
secrecion cutanea que dificultan dicho reconocimiento.

Se obtuvo que existe una relacion dosis — efecto que demuestra la actividad
antimicrobiana de la secrecion cutanea total de las ranas provenientes del
pastizal para la cepa P. aeruginosa ATCC27853 y de la secrecion cutanea de
las ranas colectadas del rastrojo para la cepas E. coli ATCC25922 y S. aureus
ATCC25923. Es interesante ver como las cepas presentan comportamientos
diferentes frente a las concentraciones evaluados; por ejemplo, para E. coliy P.
aeruginosa que son bacterias Gram negativas, se hubiera esperado la
determinacién de la actividad antimicrobiana simultAaneamente a partir de las
secreciones de las dos poblaciones. El rechazo de esta suposicion o hipétesis
permite formular que las secreciones cutaneas de las dos poblaciones de D.
columbianus se comportan con diferente afinidad y potencia contra
determinados microorganismos, tal como lo menciona Ohnuma et al. (2007)
para la clase Amphibia.

Con los resultados logrados, en donde la actividad antimicrobiana no se
obtiene paralelamente para las tres cepas a partir de la secrecion de las ranas
de las dos poblaciones, también se permite hacer la aseveracion de que en la
piel de D. columbianus existen estructuras que reconocen el peligro potencial
originado a través de las especies y concentraciones o abundancias de
microorganismos patdgenos, para luego liberar moléculas de accion especifica,
similar a lo obtenido por Mangoni et al. (2001) quienes a través del
mantenimiento en cautiverio de dos grupos de Rana esculenta, una especie
ampliamente distribuida en lItalia, un primer grupo fue sometido a condiciones
estériles, mientras que el segundo se mantuvo cautivo en condiciones de flora
microbiana normal, se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
concluyendo que las mantenidas en esterilidad disminuyen por lo menos 5
veces su actividad antimicrobiana frente a las del segundo grupo y después de
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ser sometidas a su flora microbiana normal nuevamente presentan en su
secrecion concentraciones de péptidos que inhiben el crecimiento de dichas
bacterias, postulando asi, que en las gldndulas granulares existen receptores
que identifican microorganismos nocivos.

El reconocimiento de microorganismos patégenos y la carencia de un
mecanismo que ayude a contrarrestar una posible infeccion, intoxicacion o
enfermedad ha conllevado a la teoria de la existencia de mutaciones
generadoras de cambios en las secuencias de aminoacidos en las secreciones
de aquellas ranas que colonizan nuevos nichos (Vanhoye et al.2003 y Zasloff
2009). Por tanto, con el andlisis de los resultados obtenidos a partir de la
prueba de microdilucion en caldo, se deja planteado que para las muestras de
las poblaciones objeto de estudio existen moléculas que inhiben el crecimiento
de microorganismos que conviven con ellas y son capaces de generar perjuicio
alguno, tal como se ha demostrado con el péptido antimicrobiano brevinin 2 de
la rana norteamericana Litobathes septentrionalis, determinando su actividad
contra aislamientos de los géneros Pseudomonas, Serratia, Bacillus,
Aeromonas, Burkholderia, Microbacterium y Delftia obtenidos de su habitat
(Ashcroft et al. 2007) y que ratifica lo recientemente publicado por Woodhams
et al. (2007) y Simmaco et al. (2009), notificando que los componentes de las
secreciones cutaneas inhiben el crecimiento de los microorganismos que
crecen en la superficie de las ranas.

En este orden de ideas, se podria asumir a la fecha de colecta la presencia de
P. aeruginosa para el pastizal del Barrio Villa Elena y que los individuos de D.
columbianus que alli habitan estan siendo afectados por su patogenicidad o
abundancia, mientras que E. coli y S. aureus estan ausentes de este habitat o
no representan peligro alguno para la supervivencia de esta poblacion.

P. aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, tanto en
muestras de suelo, plantas, como en aguas pristinas y contaminadas, siendo
causantes de cuadros infecciosos (Soberon 2001), ademas que poseer la
capacidad de formar biopeliculas (Prescott et al. 2002), por tanto, D.
columbianus debe ostentar moléculas que le ayuden a contrarrestar la
proliferacion de esta, pues la sola formacion de una biopelicula sobre su piel,
afectaria las funciones vitales de ella y que garantizan en general la
supervivencia de los anfibios (Stebbins y Cohen 1995 citado por Nascimento et
al. 2003).

Para los individuos de la poblacién ubicada en el rastrojo de los alrededores de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad del Cauca, se podria
establecer que a la fecha de colecta se estan valiendo de fracciones de la
secrecion cutanea para resguardarse de la presencia deletérea de E. coliy S.
aureus mientras que P. aeruginosa no resulta perjudicial. Aunque E. coli y S.
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aureus producen cuadros clinicos relacionados con infecciones y en el peor de
los casos infecciones sistémicas (Mamani et al.2006) en el hombre, no se
puede descartar que tales manifestaciones puedan presentarse en anuros
como D. columbianus.

Aunque no existen reportes publicados del decline de los anfibios por parte de
las cepas evaluadas, se ha identificado que Aeromonas hydrophilia, un
patdgeno Gram negativo es causante de la grave enfermedad red-leg (patas
rojas) en poblaciones de anfibios del continente americano (Crawshaw 1992),
lo que indicaria que a pesar que en las ranas existan mecanismos de defensa
contra microorganismos patdgenos, la repentina aparicion o proliferacion de
estas puede conducir a enfermedades y pérdida de especies, tal como ha
sucedido con el hongo Batrachochytrium dendrobatidis, al cual se le atribuye la
disminucién de ciertas poblaciones de anfibios a causa de la Chitridiomicosis
gue ocasiona (Voyles et al. 2007).

Respecto a la efectividad antimicrobiana, no se logré realizar una
determinacion completa para cada secrecion total de las ranas que provienen
de los sitios de colecta, pues no existe actividad antimicrobiana simultanea
para las tres cepas a partir de las dos secreciones crudas, Si h0 que existe
actividad antimicrobiana para P. aeruginosa a partir de la secrecion de las
ranas del pastizal y actividad antimicrobiana para E. coli y S. aureus a partir de
la secrecion de las ranas del rastrojo, por tanto se podria establecer que frente
a las tres cepas objeto de estudio, la secrecion cutanea de la poblacion del
rastrojo es mas efectiva, pues inhibe el crecimiento de E. coli bacteria Gram
negativa y S. aureus una bacteria Gram positiva.

Para los tres casos donde se determiné la actividad antimicrobiana se revela
que la inhibicién del crecimiento bacteriano estd acompafiada del incremento
de la dosis de la secrecién cutdnea total, obteniendo que las concentraciones
mas altas son las que mayor efecto producen, hecho que se evidencio luego de
incubar las placas a concentraciones mas altas donde los pozos presentaron
menor turbidez (Figura 31).

Figura 31 Pozos en los que se evidencia que la turbidez o crecimiento
bacteriano disminuyen a medida que las concentraciones son mas altas
(Pozos de laizquierda).
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La anterior situacion dosis - efecto puede obedecer a las multiples fracciones
con diferente actividad que pueden existir en las secreciones totales obtenidas
por electroestimulacién de D. columbianus, donde su presencia no permiten la
libre accion de uno o mas péptidos antimicrobianos. Los altos valores de CIM
(Tabla 19) detectados pueden ser resultado de lo mencionado al revisar los
estudios efectuados a partir de las fracciones peptidicas provenientes de las
secreciones totales de diferentes especies de anuros (Tabla 20 y 21) en donde
evallan las mismas especies de bacterias obteniendo bajos valores de CIM;
por tanto se requiere realizar el fraccionamiento de las secreciones y evaluar
los cortes que se obtengan, prediciendo un descenso significativo en los
valores de CIM.

Tabla 19 Concentracion inhibitoria minima (CIM, mg/ml), para las cepas en
las que se determind actividad antimicrobiana.

Pastizal Rastrojo
E. coli No se determiné 8.61
P. aeruginosa 1.85 No se determiné
S. aureus No se determiné 4.60

Tabla 20 CIM (mg/ml) para péptidos aislados de secreciones de diferentes
especies de anuros.

Péptido pGla | Mag HSP | Aurein | Citropin | Maculatin | Caerin
Bacteria 2 1 1.1 1.1 1.1 1.1
E. coli 0.032 0.064 0.032 >0.1 >0.1 >0.1 >0.1
P. aeruginosa | 0.128 0.128 0.064 - - - -
S. aureus 0.064 0.256 0.003 0.05 0.012 0.012 0.012

Tomado y modificado de: Prates et al. 2004, Lohner y Prossnigg 2009 y
Fernandez, Gehman y Separovic 2009.

Finalmente, la ciencia con sus evidencias se convierte en una herramienta de
confianza con la que se puede involucrar a la sociedad con los procesos de
investigacion, sensibilizandolos y comprometiéndolos con la preservacion de
los recursos naturales; asi, si las personas de una localidad conviven con una
determinada especie de rana en cuya secreciOn cutanea se encuentran
determinados péptidos antimicrobianos, podrian llegar a conservarla al igual
gue su habitat, en estos casos no se trata de ir detrds de una patente que
llegue a cuentas de unos pocos, sino que beneficien a la sociedad en general.
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Tabla 21 Péptidos antimicrobianos, especies y procedencia.

Péptido Especie Procedencia de la especie
PGLa, Mag2 Xenopus sp. Africa
HSP1 Hyla punctata Norte de Brasil
Aurein -
CIU‘OpII’.l . L.|tor|a (':ltropa Australia
Maculatin Litoria genimaculata
Caerin 1.1 Litoria splendida
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9. CONCLUSIONES

Se determind la actividad antimicrobiana en la cepa Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 y un valor de concentracion inhibitoria minima (CIM) igual a 1.85
mg/ml a partir de la secrecidén cutanea de los individuos de una poblacién de
Dendropsopus columbianus procedentes de un pastizal en el barrio Villa Elena
en el municipio de Popayan-Cauca.

Igualmente, se determind la actividad antimicrobiana en la cepa Escherichia
coli ATCC25922 con un valor CIM igual a 8.61 mg/ml y un valor de CIM igual a
4.60 mg/ml en la cepa Staphylococcus aureus ATCC25923 a partir de la
secrecion cutdnea de los individuos de una poblacion de D. columbianus
procedentes de un rastrojo en los alrededores de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad del Cauca en las afueras del municipio de
Popayan-Cauca.

Los valores de CIM son altos al confrontarse con otros trabajos en donde se
evallan péptidos o fracciones de secreciones cutaneas de otras especies de
ranas, dichos valores en D. columbianus se pueden atribuir a la evaluacion de
la secrecion total en donde seguramente las moléculas que la constituyen
interfieren con la atraccion de las membranas acterianas.

Los resultados de la prueba Kruskall Wallis demuestran que hay diferencia
significativa entre las poblaciones, por tanto, las secreciones producen
resultados de inhibicion diferentes en las cepas.

Los sitios de procedencia de las dos poblaciones son diferentes desde el punto
de vista de coberturas vegetales, hecho que promueve la modificacion de
variables ambientales y microbioldgicas del agua que favorecen la presencia y
proliferacion de diferentes microorganismos que pueden afectar a D.
columbianus.

Dado que las secreciones de las dos poblaciones producen resultados de
inhibicion diferentes, indirectamente se corrobora que las ranas presentan
mecanismos que les permiten identificar abundancias y cepas potencialmente
patdgenas con el objetivo de contrarrestar la posterior invasion y patologias
que provocan.

La inhibicion del crecimiento bacteriano esta correlacionada con la utilizacion
de las concentraciones mas altas.
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Se estandariz6 un método de electroestimulacion para D. columbianus con el
objetivo de obtener su secrecion cutanea.

Para el grupo de Investigaciones Herpetoldgicas y Toxinolégicas (GIHT) y el
Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Ciencias de la
salud de la Universidad del Cauca, se estandariza la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana microdilucion en caldo para fuentes animales con potencial
actividad antimicrobiana.
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10. RECOMENDACIONES

Es conveniente extender este tipo de investigaciones con aplicaciones
biotecnolégicas como espermicida, hemolitica, anticancer, antiparasitarias,
antiviral, entre otras, hacia diferentes venenos y secreciones producidos por
grupos de fauna con distribucion en el Cauca y Suroccidente Colombiano.

Continuar realizando evaluaciones con el objetivo de determinar si la secrecién
cutanea de Dendropsophus columbianus presenta actividad antimicética o
antifingica, inclusive antimosquito.

Realizar una caracterizacion microbioldgica de los cuerpos de agua en donde
se encuentran poblaciones de Dendropsophus columbianus y compararlos con
su actividad antimicrobiana.

Realizar la fragmentacion de la secrecion cutdnea de Dendropsophus
columbianus, aislar y secuenciar sus péptidos con el objetivo de identificar
aguel o aquellos que presenten actividad antimicrobiana.

74



11. LITERATURA CITADA

ANGULO, Ariadne, ALMONACID Rueda José Vicente, MAHECHA Rodriguez
José Vicente y LA MARCA Enrique. Técnicas de Inventario y Monitoreo para
los Anfibios de la Region Tropical Andina, Conservacion Internacional, Serie
Manuales de Campo N°.2, Bogota D.C, Panamericana Formas e Impresos
S.A., 298 p.

ASHCROFT, Jonathan W., ZALINGER Zachary B., BEVIER Catherine R. y
FEKETE Frank A., 2007. Antimicrobial properties of two purified skin peptides
from the mink frog (Rana septentrionalis) against bacteria isolated from the
natural habitat. En: Comparative Biochemistry and Physiology Part C 146, 325—
330 p.

BATISTA, F. Cesar, SCALONI Andrea, RIGDEN Daniel J., SILVA Lindomar R.,
ROMERO Adela Rodrigues, DUKOR Rina, SEBBEN Antonio, TALAMO Fabio y
BLOCH Carlos, 2001. A novel heterodimeric antimicrobial peptide from the tree-
frog Phyllomedusa distincta. En: Federation of European Biochemical Societies,
no. 494, 85-89 p.

BATLLE, Maria del Carmen, DICKINSON Félix, MONRAS Miriam Pérez,
MARTINEZ Isis Tamargo y SIMILIS Alexis, 2005. Meningitis bacteriana y
Pseudomonas aeruginosa: a proposito de un caso. En: Rev. Cubana Med.
Trop., vol. 57, no.3.

BLAUSTEIN A. R., BLAUSTEIN Andrew R., HOFFMANt Peter D., HOKIT D.
Grant, KIESECKER Joseph M., WALLS Susan C. y HAYS John B., 1994. UV
repair and resistance to solar UV-B in amphibian eggs: a link to population
declines? En: Proc. Natl Acad Sci USA, 91, 1791-1795 p.

BOLIVAR, Garcia Wilmar y RENJIFO Juan Manuel, 2004. Dendropsophus
columbianus. In: IUCN, Red List of  Threatened Species.
<http://www.iucnredlist.org/>. Downloaded on 19 December 2008.

BRAND, Guilherme D., LEITE José Roberto, SILVA Lusiano, ALBUQUERQUE
Sergio, PRATES Maura V., AZEVEDO Ricardo, CARREGARO Vanessa, SILVA
Joao S., SA Vanuza C. L., BRANDAO Reuber A. y BLOCH Jr Carlos, 2002.
Dermaseptins from Phyllomedusa oreades and Phyllomedusa distincta. En: The
Journal of Biological Chemistry, vol. 277, no. 51, 49332—-49340 p.

75


http://www.iucnredlist.org/

BRAND Guilherme D., LEITE José Roberto S. A., MANDEL Saulo Martins de
Sa, MESQUITA Darlan A., SILVA Luciano P., PRATES Maura V., BARBOSA
Eder A., VINECKY Felipe, MARTINS Graciella R., GALASSO Joao Henrique,
KUCKELHAUS Selma A.S., SAMPAIO Raimunda N. R., FURTADO José R. Jr.,
ANDRADE Alan C. y BLOCH Carlos Jr., 2006. Novel dermaseptins from
Phyllomedusa hypochondrialis (Amphibia). En: Biochemical and Biophysical
Research Communications, vol. 347, 739—-746 p.

BROCK, Thomas D., 1978. Capitulo 2, La célula procarittica, 15-60 p., En:
Biologia de los microorganismos, 2 edicion, Ediciones Omega, S.A., Barcelona,
774 p.

BROOK, N. R., HARPER S. J., WALLER J. R., NICHOLSON M. L., 2005. A
consecutive series of 70 laparoscopic donor nephrectomies demostrates the
safety of this new operation. En: Transplantation Proceedings, vol. 37, No. 2,
627-628 p.

CASTRO, Herrera Fernando; BOLIVAR Garcia Wilmar y HERRERA Montes
Maria Isabel, 2007. Guia de los Anfibios y Reptiles del Bosque de Yotoco, Valle
del Cauca-Colombia, Grupo de Investigacion Laboratorio de Herpetologia,
Universidad del Valle-Cali, Colombia, 70 p.

CONCEICAO, Katia, KONNO Katsuhiro, RICHARDSON Michael, ANTONIAZZI
Marta M, JARED Carlos, DAFFRE Sirlei, CAMARGO Antonio Carlos M. y
PIMENTA Daniel C., 2006. Isolation and biochemical characterization of
peptides presenting antimicrobial activity from the skin of Phyllomedusa
hypochondrialis. En: Peptides, vol. 27, 3092-3099 p.

CONCEICAO, Katia, KONNO Katsuhiro, MELO Robson Lopes de,
ANTONIAZZI Marta M., JARED Carlos, SCIANI Juliana M., CONCEICAO
Isaltino M. , PREZOTO Benedito C., CAMARGO Antonio Carlos Martins de y
PIMENTA Daniel C., 2007. Isolation and characterization of a novel bradykinin
potentiating peptide (BPP) from the skin secretion of Phyllomedusa
hypochondrialis. En: Peptides, vol. 28, 515-523 p.

CRAWSHAW G. J., 1992. The role of disease in amphibian decline. En:
Declines in Canadian amphibian populations: designing a national monitoring
strategy, Occasional paper no 76 (Bishop CA Pettit KE, eds). Ottowa, Ontario:
Canadian Wildlife Service, 60-62 p.

76



CORPORACION AUTONOMA REGIONAL DEL CAUCA (CRC), 2003,
Dimensién Ambiental, 12 pp, En Municipio de Popayan-Plan de Ordenamiento
Territorial-Documento Técnico, 351 p.

DALY, John W., BROWN G. B., DNWUMAH Mensah M. y MYERS C. W., 1978.
Classification of skin alkaloids from Neotropical Poison-Dart (Dendrobatidae),
En: Toxicon, vol. 16, No. 2, 163-188 p.

DALY, John W., GARRAFFO H. Martin, SPANDE Thomas F., CLARK Valerie
C., MA Jingyuan, ZIFFER Herman y COVER john F. Jr., 2003. Evidence for an
enantioselective pumiliotoxin 7-hydroxylase in dendrobatid poison frogs of
genus Dendrobates. En: Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States o America (PNAS), vol. 100, no. 19, 11092-11097 p.

DARST, Catherine R., GUERRERO Menéndez Pablo A., COLOMA Luis A. y
CANNATELA David C., 2005. Evolution of Dietary Specialization and Chemical
Defense in Poison Frogs (Dendrobatidae): A Comparative Analysis. En: The
American Naturalist, vol. 165, no. 1, 56-69 p.

DUELLMAN, W. E., 1978. The biology of an Equatorial herpetofauna in
Amazonian Ecuador, Miscellaneous Publications of the Museum of Natural
History University of Kansas no. 65.

DUNSON, W. A., WYMAN R. L. y CORBETT E. S., 1992. A symposium on
amphibian declines and habitat acidification. En: Journal Herpetological, 26,
342-349 p.

FAIVOVICH, Julian, HADDAD C¢élio F. B., GARCIA Paulo C. A., FROST Darrel
A.y WHEELER Ward C., 2005. Systematic Review of The Frog Family Hylidae,
With Special Reference To Hylinae: Phylogenetic Analysis And Taxonomic
Revision. En: Bulletin Of The American Museum of Natural History, no. 294,
240 p.

FERNANDEZ, David |., GEHMANN John D. y SEPAROVIC Frances., 20009.
Membrane interactions of antimicrobial peptides from Australian frogs. En:
Biochimica et Biophysica Acta, Acta 1788, 1630—-1638 p.

FORBES, Betty A., SAHM Daniel F. y WEISSFELD Alice S., 2004. Capitulo 27

Seccion 7, 397-410 p., En: Diagnostico Microbioldgico, 112 ed, Editorial Médica
Panamericana, Buenos Aires.

77



FROST, Darrel R., 2007, Amphibian Species of the World: an Online
Reference. Version 5.0, The American Museum of Natural History,
http://research.amnh.org/herpetology/amphibia/index.php.

HANCOCK, Robert E. W. y CHAPPLE Daniel S., 1999. Minireview Peptide
Antibiotics. En: Antimicrobial Agents and Chemotherapy, vol. 43, no. 6, p.1317-
1323.

KLUG, William S. y CUMMINGS Michael R., 1999. Concepts of genetic, 5°
edicién, Prentice Hall, Madrid Espafia, 814 p.

KOBAYASHI, Satoe, HIRAKURA Yutaka y MATSUZAKI Katsumi, 2001.
Bacteria-selective synergism between the antimicrobial peptides a-helical
magainin 2 and cyclic p-sheet tachyplesin I: toward cocktail therapy, En:
Biochemistry, 40, 14330-14335 p.

KRUGLIAK, Miriam, FEDER Rina, ZOLOTAREYV Vadim Y., GAIDUKOV Leonid,
DAGAN Arie, GINSBURG Hagai y MOR Amram, 2000. Antimalarial Activities of
Dermaseptin S4 Derivatives. En: Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Vol.
44, No. 9, 2442-2451 p.

LAZARUS, L. H. y ATTILA, M., 1993. The Toad, Ugly and Venomous. Wears
Yet A Precious Jewel in His Skin, En: Progress in Neurobiology, vol. 41, 473-
507 p.

LOHNER, Karl. y PROSSNIGG Florian, 2009. Biological activity and structural
aspects of PGLa interaction with membrane mimetic systems. En: Biochimica et
Biophysica Acta, Acta 1788, 1656-1666 p.

MAMANI, Edgardo, LUJAN Daniel y PAJUELO Giovanni, 2006. Perfil de
sensibilidad y resistencia de Staphylococcus aureus. Experiencia en el Hospital
Nacional Hipdlito Unanue. En: Anales de la Facultad de Medicina Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, vol. 67, no. 2, 120-124 p.

MANGONI, Maria Luisa, MIELE Rossella, RENDA Tindaro G., BARRA
Donatella y SIMMACO Maurizio, 2001. The synthesis of antimicrobial peptides
in the skin of Rana esculenta is stimulated by microorganisms. En: The FASEB
Journal express article, 10.1096/fj.00-0695fje. Published online April 6.

MARTINEZ, Pedro, ESPINAL Paula y MATTAR Salim, 2007. Epidemiologia
molecular de Pseudomonas aeruginosa resistente a B-lactdmicos de amplio

78



espectro en el Hospital San Jeronimo de Monteria. En: Asociacion Colombiana
de Infectologia, vol. 11, no. 1, 6-15 p.

MENEZ , André y STOCKLIN Reto, MEBS Dietrich, 2006. The venomous
System genome proyect, En: Toxicon, ol. 47, 255-259 p.

NASCIMENTO, Anna Christina, FONTES Wagner, SEBBEN Antonio y
CASTRO Mariana S., 2003. Antimicrobial Peptides From Anurans Skin
Secretions. En: Protein and Peptide Letters, Rev., vol: 10, no. 3, 227- 238 p.

NASCIMENTO C., Anna Christina, ZANOTTA Lanuse C., KYAW Cynthia M.,
SCHWARTZ Elisabeth N. F., SCHWARTZ Carlos A., SEBBEN Antonio,
SOUSA Marcelo V., FONTES Wagner y CASTRO Mariana S., 2004. Ocellatins:
New Antimicrobial Peptides from the Skin Secretion of the South American Frog
Leptodactylus ocellatus (Anura: Leptodactylidae). En: The Protein Journal, vol:
23, no. 8, 501-508 p.

NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 1997,
Métodos de Dilucién para el Estudio de Susceptibilidad Antimicrobiana para
Bacterias de Crecimiento Aerdbico-Cuarta Edicion; Norma Aprobada, M7-A4,
Vol: 17, no.2, Wyne, Pensilvana, USA, 24p.

-------- , 1998, Normativa para la Puesta en Practica del Estudio de
Susceptibilidad Antimicrobiana; Octavo Suplemento Informativo, M100-S8, Vol:
18, no.1, Wyne, Pensilvana, USA, 92p.

-------- , 2000, Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility, Tests for Bacteria
That Grow Aerobically; Approved Standard-Fifth Edition, M7-A5, Vol: 20, no.2,
Wine, Pensilvania, USA, 36p.

NUNEZ, Isabella, PENA Jessy Korina, QUINTANA Maria Eugenia, SUAREZ
Nicolads, VAZQUEZ Greissy, VELAZCO Rogelio y MARCANO Marcel Jesus,
2008. Staphylococcus aureus y alergias ¢ Mito o realidad? En: VITAE Academia
Biomédica Digital — Facultad de Medicina — Universidad Central de Venezuela,
no. 34, 1-15 p.

OHNUMA, Aya J., CONLON J. Michael, YAMAGUCHI Keiko, KAWASAKI
Hiroaki, COQUET Laurent, LEPRINCE Jérome, JOUENNE Thierry, VAUDRY
Hubert y IWAMURO Shawichi, 2007. Antimicrobial peptides from the skin of the
Japanese mountain brown frog Rana ornativentris: Evidence for polymorphism
among preprotemporin mMRNAs. En: Peptides, vol. 28, 524-532 p.

79



PRATES, Maura V., SFORCA Mauricio L., REGIS Wiliam C. B., LEITE José R.
S. A., SILVA Luciano P., PERTINHEZ Thelma A., ARAUJO Antonio L. T.,
AZEVEDO Ricardo B., SPISNI Alberto y BLOCH Jr Carlos, 2004. Hilaseptin
The NMR-derived Solution Structure of a New Cationic Antimicrobial Peptide
from the Skin Secretion of the Anuran Hyla punctata. En: The Journal of
Biological Chemistry, vol: 279, no.13, 13018-13026 p.

PRESCOTT, Lansing M., HARLEY John P. y KLEIN Donald A., 2002,
Microbiology, 5 ed., Editorial The McGraw-Hill Companies, 1147 p.

PUKALA, Tara R., BOWIE John H., MASELLI Vita M., MUSGRAVEB lan F. y
TYLER Michael J., 2006. Host-defence peptides from the glandular secretions
of amphibians: structure and activity. En: The Royal Society of Chemistry, 23,
368-393 p.

RIERA, Sanchez Alicia, DAUD Adriana, GALLO Adriana, GENTA Susana,
AYBAR Manuel y SANCHEZ Sara, 2003. Antibacterial activity of lactose-
binding lectins from Bufo arenarum skin. En: Biocell, vol. 27, no.1, 37-46 p.

RINALDI, Andrea C., 2002. Antimicrobial peptides from amphibian skin: an
expanding scenario, En: Curr. Opin. Chem. Biol, 6, 799-804 p.

RODRIGUEZ, Angeles Guadalupe, 2002. Principales caracteristicas y
diagnéstico de los grupos patdgenos de Escherichia coli. En: Salud publica de
México, x vol. 44, no.5, 464-475 p.

ROZEK, T., BOWIE J. H., WALLACE J. C. y TYLER M. J:, 2000. The antibiotic
and anticancer active aurein peptides from the Australian Bell Frogs Litoria
aurea and Litoria raniformis. Part 2. Sequence determination using electrospray
mass spectrometry. En: PubMed, vol. 14, issue 21, 2002-2011 p.

SIMMACO, Maurizio, KREIL Gunther y BARRA Donatella, 2009, Bombinins,
antimicrobial peptides from Bombina species. En: Biochimica et Biophysica
Acta, Acta 1788, 1551-1555 p.

SOBERON CHAVEZ, G., 2001. Pseudomonas aeruginosa. En: Microbios en
linea, capitulo 3, Martinez Romero E. y Martinez Romero J. (eds). DGSCA,
UNAM, http:// www.microbiologia.org.mx/microbiosenlinea/

STUART, Simon N., CHANSON Janice S.,COX Neil A. y YOUNG Bruce E.,
2006. El estado global de los anfibios, 19-42 pp. En, ANGULO, Ariadne,
ALMONACID Rueda José Vicente, MAHECHA Rodriguez José Vicentey LA

80


http://www.microbiologia.org.mx/microbiosenlinea/

MARCA Enrique. Técnicas de Inventario y Monitoreo para los Anfibios de la
Region Tropical Andina, Conservacion Internacional, Serie Manuales de
Campo N°.2, Bogota D.C, Panamericana Formas e Impresos S.A., 298 p.

VANHOYE, Damien, BRUSTON Francine, NICOLAS Pierre y AMICHE
Mohamed, 2003. Antimicrobial peptides from Hylid and Ranin frogs originated
from a 150-million-year-old ancestral precursor with a conserved signal peptide
but a hypermutable antimicrobial domain. En: Eur J. Biochem, 270, 2068-2081

p.

VOYLES, Jamie, YOUNG Sam, BERGER Lee, CAMPBELL Craig, VOYLES
Wyatt F., DINUDOM Anuwat, COOK David, WEBB Rebecca, ALFORD Ross A.,
SKERRATT Lee F. y SPEARE Rick, 2007. Pathogenesis of Chytridiomycosis, a
Cause of Catastrophic Amphibian Declines. En: Science, 2009, vol. 326, 582-
585 p.

WOODHAMS, Douglas C., VREDENBURG Vance T., SIMON Mary-Alice,
BILLHEIMERD Dean, SHAKHTOURD Bashar, SHYR Yu, BRIGGS Cheryl J.,
SMITH Louise A. Rollins y HARRIS Reid N., 2007. Symbiotic bacteria
contribute to innate immune defenses of the threatened mountain yellow-legged
frog, Rana muscosa. En: Biological Conservation, | 38, 390-398 p.

WEINBERG, A., KRISANAPRAKORNKIT S. y DALE B. A., 1998. A propdésito
de: Péptidos antimicrobianos epiteliales: Revision y significado para las
aplicaciones orales. En: Crit. Rev. Oral Biol. Med., 9, 399-414 p.

YOUNT, Nannette Y., BAYER Arnold S., XIONG Yan Q. y YEAMAN Michael R.,
2006. Advances in Antimicrobial Peptide Immunobiology. En: Wiley Periodicals,
Inc., 45 p.

ZAIRI, Amira, BELAID Afifa, GAHBICHE Amina y HANI Khaled, 2005.
Spermicidal activity of Dermaseptins. En: Contraception, 72, 447-453 p.

ZHAO, Hongxia, 2003. Mode of Action of Antimicrobial Peptides, Academic
Dissertation, (PDF), Helsinki, 99 p.,<http://ethesis.helsinki.fi, ISBN 952-10-1205-
6.

ZASLOFF, Michael, 1987. Magainins, a class of antimicrobial peptides from
Xenopus skin: Isolation, characterization of two active forms, and partial cDNA
sequence of a precursor. En: Proc. Natl. Acad. Sci., vol: 84, 5449-5453 p.

ZASLOFF, Michael, 2009. Mysteries that still remain-Preface. En: Biochimica et
Biophysica Acta, Acta 1788, 1693-1694 p.

81


http://ethesis.helsinki.fi/

ANEXOS

Anexo 1 Estadisticos descriptivos para las variables del experimento.

Estadisticos descriptivos

N Minimo Maximo Media Desv. tip.
concentracion 486 1,00000 9,00000 |5,0000000 2,584649
lectura 486 ,039 1,267 ,56337 ,206621
bacteria 486 1,00 3,00 2,0000 ,81734
habitat 486 1,00 2,00 1,5000 ,50052
bloques 486 1,00 3,00 2,0000 ,81734
CONBAC 486 11,00 93,00 52,0000 | 25,85941
N valido (segun lista) 486

Anexo 2 Prueba Kruskal Wallis para verificar la diferencia entre la
interacciéon de las variables concentracion y bacterias (CONBACQC),
respecto a la lectura. Resultado: No significativo.

Estad isticos de contrasté&P

lectura
Chi-cuadrado 37,916
gl 26
Sig. asintot. ,070

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. variable de agrupacion: CONBAC

Anexo 3 Prueba U de Mann-Whitney para la comparacion de la cepas a
partir de la secrecion cutanea de las ranas colectadas en pastizal.

U de Mann-Whitney
Secrecién cutanea de la poblacién del pastizal

Cepas Sig. Asintot.
E. coli vs. P. aeruginosa ,000
E. colivs. S. aureus ,000
P. aeruginosa vs. S. aureus ,000
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Anexo 4 Prueba U de Mann-Whitney para la comparacion de la cepas a
partir de la secrecion cutanea de las ranas colectadas en rastrojo.

U de Mann-Whitney

Secrecion cutanea de la poblacién del rastrojo

Cepas Sig. Asintot.
E. coli vs. P. aeruginosa ,003
E. colivs. S. aureus ,000
P. aeruginosa vs. S. aureus ,000
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