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Resumen 

En el presente trabajo se determinó mediante la prueba de susceptibilidad por 
rriacrodilución en caldo y la prueba de susceptibilidad de difusión en disco (Método de 
Kirby-Bauer) la presencia de sustancias antibacterianas en la secreción de piel de Bufo 
n~cuinus, evaluando esta actividad sobre Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus w e u s  
AFCC 25923 y Pseudornonas aeruginosa ATCC 27853, con un pool liofilizado de las 
sc:creciones de piel de los anfibios de ambos por separado, a partir de 51 especimenes. Los 
resultados obtenidos indican la presencia de sustancias con actividad antibacteriana en la 
sc:creción de piel de hembras Bufo rnarinus expresada por inhibición del crecimiento de 
b.ictenas Gram- (E. col9 y Gram + (S.  aureus), evidenciándose mayor sensibilidad en E. col¡, 
observándose en ambos casos una difrrencia significativa (p < 0.01). No se encontró actividad 
a ~tibacteriana en la secreción de piel de los machos Bujio marinus. 

Palabras claves: Actividad antibacteriana: Bufo rnarinus: secreción de piel. 

Deterrnination of antibacterial substances in the skin 
secretion of Bufo marinus 

Abstract 

In the present work, the antibacterial activity of the substances in the skin secretion of 
B-fo rnwúius was determined in a susceptibility test iising macrodilution in broth and disc 
diffusion test (kirby-Bauer Method). This activity was evaluated on Escherichia coli ATCC 
2!i922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 with 
lyophilized skin secretions of both sexes from 51 specimens. The antibacterial activity assay 
of the skin secretions from B. man'nus female caused growth inhibition of Gram - (E. col3 and 
Gram + (S. aureus) with major significant difference (p < 0.01). No antibacterial activity was 
found in the skin secretions of B. rnarinus males. 

Key words: Antibacterial activity; Bufo mcuinus: skin secretion. 

Introducción infecciones microbianas, ha sido uno de los 
intereses primordiales para los investigado- 

La constante búsqueda de medica- res desde finales del siglo pasado. 
mentos capaces de controlar y erradicar 
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La demostración de la utilidad clínica 
de antibióticos tales como la penicilina y la 
estreptomicina estimuló a la industria far- 
macéutica, que ensayó miles de microorga- 
nismos en busca de nuevos antibióticos. 
Este esfue~zo dio coriio resultado el descu- 
brimiento de una gran variedad de antibió- 
ticos y actualmente se describrn más de 
4.500 compuestos. Sin embargo. quizás un 
0.3% de los numerosos antibióticos hasta 
hoy descubiertos se emplean en Medicina y 
Agricultura (1). 

Por otra parte. considerando las es- 
tructuras moleculares de otro tipo. en la 
literatura se han descrito numerosos poli- 
péptidos catiónicos con poder antimicrobia- 
no aislado a partir de tejidos dr varios in- 
vertebrados y vertebrados 12.3). 

El descubrimiento de nuevos agentes 
antibióticos en los últimos arios. ha sido 
relevante. Aquellas sustancias que han evi- 
denciado una actividad antibiótica poten- 
cial. para justificar s u  caracterización, son 
las qiie se han utilizado en estudios in-vitro 
posteriores. Es importante señalar que al- 
gunos antibióticos aislados tendrán una 
aplicación terapéutica amplia. Los mismos 
deberan exhibir características particulares 
de especificidad. biodisponibilidad. toxici- 
dad. entre otros. Varios antibacterianos que 
no cumplen con la mayoría de las caracte- 
rísticas antes mencionadas se  encuentran 
todavía en uso clínico. debido a que no se 
dispone de alternativas adecuadas. es por 
ello. quese  hace necesaria la búsqueda de 
nuevos antibacterianos que brinden a la 
medicina de mejores alternauvas lerapéuti- 

E T S D ~ I I ~ ~  141. fue el nioiiero en los cas [ 14). 
estudios de la secreción de piel de anfibios. 
analizando aproximadamente 500 especies 
en los 5 continentes. Estas investigaciones 
permitieron establecer la actividad biológica 
presente eri la secreción de piel de los anfi- 
bios y su  importancia como una extraordi- 
naria fuente de péptidos con un variado 
espectro de bioactivldad sobre la contrac- 
ción uterina. la alteración de la ~res ión 
sanguínea (5). la contracción dc la vesíciila 
biliar y la más iniportante en niiestro caso. 
la inhibición del creciniiento de algunas 
bacterias. 

La presencia de sustancias antimicro- 
bianas en la secreción de piel de anfibios ha 
sido documentada en la literatiira en dlver- 
sas especies. tales como Bufo uiridis. Bom- 
bina variigata Salamandra rnaculosa. Rana 
ridihunda Leptodactilus pentadnclilrrs y Xe- 
nopus 1aei1i.s (6- 13). 

La terapia antibiótica indiscriininada 
para combatir infecciories. ha provocado el 
desarrollo de organismos resistentes a di- 
chos fármacos, por lo cual se torna necesa- 
rio el aislamiento de nuevos agentes anti- 
bacterianos efectivos contra riiicroorganis- 
mos. 

El objetivo fundamental de este trabajo 
fue determinar la presencia de siistancias 
antibacterianas en la secreción de piel de 
Ri~fo mminus y establecer su actividad sobre 
cepas ATCC recomendadas para la evaliia- 
ción de sustancias antibacterianas por el 
National Committee for Clinical Lahoraton1 
Standards NCCLS. 

Materiales y Métodos 

Obtendon de la secrecidn de piel de 
Bufo rnarinus 

La secreción de piel de Rufo rncuinus se 
obtuvo a partir de 51 especímenes. de ani- 
bos sexos. Los especímenes fiieron lavados 
con agua destilada para retirar los restos de 
piel. orina y heces que pudieran estar adhe- 
ridos a su  piel. Se inyectó a cada espécimen 
con adrenalina 5.5 mM (0.4 mL subcutá- 
neamente). Inmediatamente se  colocó cada 
lino de los sapos en frascos individiiaies. 
Luego de 30 min se frotó vigorosamente la 
parte ventral de cada uno de los especime- 
nes hasta que su piel se  tornó rubicunda, 
reflejo de la congestión local. El enrojeci- 
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miento estuvo acompañado de una secre- 
clcin viscosa sobre la parte ventral del ispe- 
cirnen. Los especímenes fueron colocados 
en frascos individuales. donde fue recolec- 
t a j a  la secreción de la superficie ventral en 
u11 buffer (50mM de cloruro de sodio y 
2:; mM de acetato de arnonio a pH 7) con la 
aluda de un hisopo estéril. 

Posteriormente se  identificó el sexo de 
cada espécimen. luego de la disección de la 
rr:Oon uropenltal. Se cuantificó el voliimen 

En la prueba de susceptibilidad de di- 
fusión en disco (Método de KLrby-Bauer), se 
prepararon soluciones con las mismas con- 
centraciones empleadas en la prueba de 
susceptibilidad por macrodilución antes 
descrita. Los discos de papel filtro estéril 
Wahnan # 1 (6.0 mm de diámetro). fueron 
impregnados con las diferentes concentra- 
ciones siguiendo la técnica de Vincent J. el 
a L  (19) y posteriormente esterilizados y se- 
cados. 

total de las secreciones obtenidas por cada El análisis estadístico de los resultados 
sipo y se preparó un pool de este material de las pruebas antibacterianas fueron efec- 
de acuerdo al sexo. Liiego fue centrifiigado. tuados empleando el paquete estadístico 
liofilizado y almacenado a -4°C. S.A.S. (20). 

Ibaluación de la actividad antibacterla- 
iia 

Resultados 

Se estandarizaron los inóculos de las La excitación inducida en los anfibios 
cepas ATCC (Slaphyloccocus awects ATCC por la Inyección de adrenalina. permitió la 
:25923. Escherichia coliATCC 25922 y Pseu- obtención de un volumen promedio de se- 
$ornonas aeruginosaATCC 27853). utilizan- creción de piel igual a 1,5 mL y 1,9 mL. en 
30 el método de placa vertida y comparación machos y hembras. respectivamente. El 
con el estándar de McFarland 0,5. pool de alicuotas obtenido por cada sexo. 

una vez liofilizados contenían 1.2 g de se- Luego se evaluó la actividad antibacte- creciórl crLida en machos y 1.8 g en hem- 
r ima de la secreción de piel para ambos bras, 
sexos sobre E. coli ATCC 25022. S. aureus 
ATCC 25923 y P. aeruginosa ATCC 27863. 
niediante la prueba de susceptihilirlad por 
macrodilución en caldo y la pnieba de sus- 
ceptibilidad de difusión en disco (Método de 
Kirby-Baiier), con el propósito de obtener la 
Concentración Mínima lnhibitoria (CMI) y 
los Halos de Inhibición Totales (HIT) (15- 
18). 

Al ensayar la actividad antibacteriana 
con ambos métodos, la secreción de piel 
provenjente de las hembras Bufo rnarinus 
evidenció un marcado efecto inhibitorio so- 
bre E. coli y S. aureus a una CM1 comespon- 
dientes a 30 y 40 pg/mL. Los resultados de 
la pnieba de susceptlhiüdad de difusión en 
discos permitieron obtener HIT de 15-29 
riiin y de 24-46 m, en E. coli y S. aureus. En la pmeba de susceptibilidad respectivamente (Tabla 1. Figuras 1 y 2). 

macrodiluctón en caldo se utilizó una hate- 
ria de 10 tubos de caldo de tripticasa de Con respecto a P. aeruginosa no se 
soya. a cada uno se  les agregó una alícuota observó efecto inhibitorio a las mismas con- 
estaidarizada de secreción de piel, diluida centraciones en muestras de ambos sexas. 
sucesivamente de 0.4 a 200 #/mL y un Los ensayos realbados con la secreción de 
control sin adición de la secrecióri de piel. piel proveniente de los machos Bufo mar¿- 
El procedimiento antes descrito se llevó a nus no evidenciaron efectos inhihitorios so- 
cabo con la secreción de piel de riiachos y bre las cepas ATCC anteriormente mencio- 
hembras por separado. nadas a las concentraciones ensayadas. 
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Tabla 1 
Valores obtenidos al ensayar las pruebas de  susceptibilidad antibacteriana 

sobre las cepas ATCC con el extr'rcto d e  las secreciones de piel de  los especimenes hembras 
de  Bilfo nrnrirzirs 

Cepas ATCC 
Escherichin roli Staphylococcus Pseudornonas aencqinosa 

aiireiis 

ATCC 25922~ ATCC 25923 ATCC 27853 
Concentraciones 30 40 50 100 200 30 40 50 100 200 30 40 50 100 200 
ímg/niLl 
Concentración 30 40 
Mínima 
Inhibitoria(CM1) 
Promedio d e  los 1 5  19 22 25 29 - 24 31 37 46 - 
Halos de 
Inhibición Total 
(HIT) (inm) -- -- -- 

"*-C- - . 
---S- -. __ 

Figilra 1 .  tlalo de iiitiihi~.iRii pro\i)cailo por la coiicrntr,icií~ii rníiiim,i iiiliihitoria (O0 p):/mi.) de la 
sccrecihn de  piel d e  las Iismhras H t j o  rnnrit~rrs sobre Escli~richin coli ATCC 25922 mediante la 
prueba de  susceptibilidad de  difusión en disco (Metodo de  Kirby-nauer). 
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1:igura 2. t I o I ( >  ile iriiiihición prov(wado por la concentración mínima inhibit«ria (40 ~ig/rriL) [Ir la 
secreción de piel de las hembras Btlfo mnrinus sobre Staphylococctrs fltrrn~s ATCC 2.5923 
mediante la prueba de susceptibilidad de difusibn en disco (Mttodo de Kirby-Bauer). 

Tabla 2 
Análisis de varianza del efecto de divrrsas concentraciones de la secreción de piel de las hembras 

Biifo mnari~i~rs sobre S. airrms ATCC 25923 

Variable Grados de Suma de Cuadrado Coeficiente Pr > F 
Dependiente: HI Libertad Cuadrados Medio F 

Regresión 3 1928.714 640.238 640.24 0.0001 

Error 24 24.000 1.000 

Total 27 1944.714 
R~ C.V. 

Test de Rango Múltiple de Duncan 
a = 0,05 

Gnipos Duncan Media N "C 
A 16.143 7 174 
B 36,571 7 87 
C 30.57 1 7 44 
D 23.571 7 35 

Medias con letras iguales no son significativ.iiiiente 
diferentes. 
"C: Concentraciones 

Al efectuar el anhlisis de varianza y el 
test de Duncan en los resultados obtenidos 
con las cepas inhibidas por la secreción de 
piel proveniente de las  hembras Bufo m&- 
nus  se obtuvo una  diferencia significativa 
(p < 0.01) entre los efectos inhibitorios me- 
dios de la secreción de piel proveniente de 
las hembras a diferentes concentraciones 
(Tablas 2 y 3). 
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Tabla 3 
Análisis de varianza del efecto de diversas concentraciones de la secreción de piel de las hembras 

Bufo marinus sobre E. coli ATCC 25922 

Variable Grados de Suma de Cuadrado Coeficiente Pr > F 
Dependiente: H1 Libertad Cuadrados Medio F 

Regresión 4 790.457 197,6 14 518.74 0,0001 

Error 30 1 1.428 0,380 

Total 34 801.885 

R~ C.V. 

0.985 2.849 

Discusión 

El análisis de los resultados obtenidos 
en ambas pruebas de susceptibilidad indi- 
can la presencia de sustancias antibacteria- 
nas en la secreción de piel de las hembras 
Bufo rnariniis. al provocar la aparición de 
iina respuesta antibacteriana de las bacte- 
rias Gram - (E. col3 y Gram + (S. aureus), 
evidenciándose mayor sensibilidad en la 
primera. Efectos inhibitonos similares han 
sido reportados en la piel y s u s  secreciones. 
obtenidas de otros anfibios. tales como Bufo 
vindis. Bombina variegala. Salan-iandra ma- 
culosa Rana ridihunda y Xenop~cs Laeuis 
(6-13). Los resultados obtenidos en todos 
los estudios antes mencionados. nos indi- 
can que la mayoría de las secreciones de piel 
de los anfibjos contienen siistancias qite 
inhiben el crecimiento rle algunas bacterias 
Gram-. Gram+ y otros son tóxicos para 
hongos, levaduras y protozoarios. Por con- 
siguiente. e s  relevante el estudio de las se- 
creciones de piel de los anfibios como riue- 
vas fuentes de antirnicrobianos elite brinden 
a la medicina mejores alternativas para ata- 
car las infecciones causadas poi- estos mi- 
croorganismos. 

Test de Rango Múltiple de Duncan 
a = 0,05 

G n i ~ o s  Diincan Media N "C 

Conclusión 

Los resultados apuntan hacia la posi- 
bilidad de que la secreción de piel de las 
hembras Bufo marinils piidieran contener 
alguna sustancia, que inhibe el creciniiento 
de algunas bacterias Gran1 - y  Gram + como 
E. coli ATCC 25922 y S. atveus ATCC 
25923. recomendadas como cepas de refe- 
rencia estandarizadas para las pniebas de 
susceptibilidad por el NCCLS. reportándose 
asi una CM1 y unos HIT confiables. 
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