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RESUMEN 
 

La resistencia bacteriana (RB) es uno de los mayores problemas de la salud pública a nivel mundial. 
Particularmente, las infecciones causadas por cepas de P. aeruginosa y K. pneumoniae multidrogorresistentes 
(MDR) generan una gran preocupación, debido a la ineficacia de la terapia antibiótica empírica actual. Por lo tanto, 
la investigación y el desarrollo de nuevas alternativas antibióticas para controlar estas bacterias es urgentemente 
necesario, y los péptidos antimicrobianos catiónicos (PAMC) se perfilan como una alternativa prometedora pues 
han mostrado actividad antibacteriana contra cepas MDR. En este sentido, el objetivo de este estudio fue evaluar 
el efecto antibacteriano in vitro de un PAMC corto derivado del análogo ΔM2 de la cecropina D (PAMC-CecD) 
contra aislados clínicos de K. pneumoniae (n = 30) y P. aeruginosa (n = 30), así como su actividad hemolítica. 
Para esto se determinaron las concentraciones inhibitorias mínimas (CMI) y concentraciones bactericidas mínimas 
(CBM) de PAMC-CecD contra cepas de tipo salvaje y MDR. Los resultados revelaron un efecto bactericida de 
PAMC-CecD contra cepas tanto tipo salvaje como resistentes, sin embargo, las cepas de P. aeruginosa MDR 
mostraron una mayor susceptibilidad a este péptido con valores de CMI entre 32 y 512 μg/ml. Adicionalmente, el 
péptido no mostró actividad hemolítica. Dada la actividad antibacteriana de PAMC-CecD contra aislados clínicos 
de P. aeruginosa y K. pneumoniae de tipo salvaje y MDR y sus efectos no hemolíticos sobre los eritrocitos 
humanos, PAMC-CecD puede considerarse como una alternativa prometedora a los antibióticos convencionales. 

 
Palabras clave: Resistencia bacteriana, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Péptidos antimicrobianos 
catiónicos. 

 

Evaluation of the effect of an antimicrobial peptide in multiresistant bacteria that circulate in the 
municipality of Cali, years 2017 and 2018 

 
ABSTRACT 

 

Bacterial resistance (RB) is one of the major public health problems worldwide. In particular, infections caused by 
multidrug-resistant (MDR) P. aeruginosa and K. pneumoniae clinical isolates are serious global health concerns 
because of the ineffectiveness of empirical antibiotic therapy. Therefore, research and development of new 
antibiotic alternatives to control these bacteria is urgently needed, and cationic antimicrobial peptides (CAMP) have 
emerged as a promising alternative because they are highly effective against MDR bacteria. In this study, we aimed 
to investigate the in vitro antibacterial effect of a short synthetic CAMP derived from the ΔM2 analog of cecropin 
D-like (CAMP-CecD) against clinical isolates of K. pneumoniae (n = 30) and P. aeruginosa (n = 30), as well as its 
hemolytic activity. Minimal inhibitory concentrations (MICs) and minimal bactericidal concentrations (MBCs) of 
CAMP-CecD against wild-type and MDR strains were determined. The results revealed a bactericidal effect of 
PAMC-CecD against both wild-type and resistant strains, but P. aeruginosa MDR strains showed higher 
susceptibility to this peptide with MIC values between 32 and 512 µg/ml. In addition, the peptide did not show 
hemolytic activity. Given the antibacterial activity of PAMC-CecD against wild-type and MDR clinical isolates of P. 
aeruginosa and K. pneumoniae and its non-hemolytic effects on human erythrocytes, PAMC-CecD may be a 
promising alternative to conventional antibiotics. 

 
Keywords: Bacterial resistance1, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Catinoic antimicrobial peptides. 



1. INTRODUCCIÓN 
 

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los mayores problemas de la salud pública en la 
actualidad (1). Las bacterias resistentes pueden causar infecciones graves, y a menudo mortales, 
que están empezando a ser difíciles de tratar debido a las limitadas opciones terapéuticas (2,3). El 
grupo más crítico de todos incluye las bacterias resistentes a múltiples fármacos (3). Estas cepas 
bacterianas que se conocen como multidrogorresistentes (MDR), se definen como no susceptibles a 
al menos un agente en tres o más categorías antimicrobianas (4), y representan una grave amenaza, 
especialmente en ambientes hospitalarios donde pueden causar infecciones nosocomiales (3). 
Cepas de especies de bacterias no fermentadoras como Pseudomonas aeruginosa y 
Enterobacterias, como Klebsiella pneumoniae, pueden presentar resistencia a múltiples antibióticos 
y provocar, entro otras, infecciones del torrente sanguíneo o neumonía (3). Recientemente, la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) incluyó en una lista de patógenos con prioridad crítica para 
el desarrollo de nuevas alternativas para su control, a cepas resistentes de P. aeruginosa y bacterias 
de la familia Enterobacteriaceae, debido a que representan una gran amenaza para la salud humana 
global (3). 
P. aeruginosa ha mostrado un aumento crítico en la resistencia a una amplia variedad de antibióticos, 
entre los que se incluyen aminoglucósidos, quinolonas, betalactámicos y polimixinas (5–7). Los 
principales mecanismos utilizados por esta bacteria para contrarrestar el ataque de estos antibióticos 
pueden ser intrínsecos, adquiridos y adaptativos (5). Entre otros, estos mecanismos pueden incluir 
una baja permeabilidad de la membrana externa, la producción de enzimas inactivadoras de 
antibióticos, la transferencia horizontal de genes de resistencia o mutaciones en su genoma (8,9). 
Varios factores, incluido el uso excesivo de antibióticos, los tratamientos incompletos y la 
automedicación pueden acelerar el desarrollo de cepas de P. aeruginosa multidrogorresistentes 
(PAMDR), lo que conduce a la ineficacia de la terapia antibiótica empírica contra este 
microorganismo (10). Por su parte, las bacterias de la familia Enterobacteriaceae también pueden 
presentar resistencia a múltiples antibióticos, lo que contribuye substancialmente con el problema 
creciente de salud pública mundial (11). En la actualidad, se pueden encontrar aislados de K. 
pneumoniae multidrogorresistentes (KPMDR), que pueden portar varios genes de resistencia y 
mostrar altos niveles de resistencia a una amplia variedad de antibióticos, tales como betalactámicos, 
aminoglucósidos, quinolonas y polimixinas (11–15). La incidencia de infecciones causadas por cepas 
multidrogorresistentes en hospitales, ha incrementado la morbilidad y la mortalidad en los entornos 
de atención médica en Colombia y el mundo, pues causan infecciones en individuos hospitalizados 
o inmunocomprometidos (7,16,17). 
Las infecciones causadas por estos microorganismos multidrogorresistentes son difíciles de tratar 
debido a la susceptibilidad limitada a los agentes antimicrobianos, dando como resultado un 
problema mundial creciente con respecto a la elección de tratamientos antibióticos eficaces (5,13). 
Por esta razón, se requiere con urgencia el desarrollo de nuevos antibióticos o estrategias 
terapéuticas alternativas para el tratamiento de las infecciones causadas por bacterias 
multidrogorresistentes (5). En este sentido, los péptidos antimicrobianos (PAM) parecen ser 
candidatos prometedores, pues tienen una acción rápida contra bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas (18–25). Los PAM son un gran grupo de péptidos de bajo peso molecular que se producen 
naturalmente como defensa de los organismos (18,20,26–28). Estos péptidos han sido identificados 
en varias especies, desde las plantas hasta los humanos, desempeñando un papel fundamental en 
la inmunidad innata de estos organismos (19,20,26–28). Específicamente, los PAM catiónicos 
(PAMC) se perfilan como estrategias terapéuticas no antibióticas prometedoras para vencer la 
resistencia, pues han mostrado ser altamente efectivos para matar cepas bacterianas resistentes a 
los antibióticos convencionales (5,18,23,29,30). Adicionalmente, se ha demostrado que la eficacia 
de estos antibióticos podría ser impulsada aún más a través de la combinación con PAMC, debido a 
las relaciones sinérgicas entre antibióticos y PAMC (22,23). Los mecanismos de acción de estos 
péptidos varían ampliamente, y en comparación con los antibióticos convencionales causan la muerte 
bacteriana muy rápidamente pues pueden actuar sobre muchos objetivos moleculares bacterianos 
(22,23,31). Los PAMC pueden actuar directamente alterando la integridad de las membranas 
bacterianas o inhibiendo funciones intracelulares, como bloqueo de actividades enzimáticas o 
inhibición de la síntesis de proteínas y ácidos nucléicos (22,32,33). En este sentido, diversos tipos de 
PAMCs han exhibido actividad contra bacterias y otros patógenos (28,29,34). En particular, las 
cecropinas (Cec) en especial las Cecropinas D las cuales se describieron solo en insectos 
lepidópteros, como por ejemplo, la polilla de la cera más grande Galleria mellonella. Son un 
grupo de PAMs 



naturales de lepidópteros que han exhibido actividad in vitro contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas y que poseen potenciales aplicaciones terapéuticas (35). En este estudio, se evaluó la 
actividad antibacteriana in vitro de un PAMC sintético corto derivado del análogo ΔM2 de Cec tipo D 
(PAMC-CecD) de la polilla Galleria mellonella (25), contra aislados clínicos de K. pneumoniae y P. 
aeruginosa. Previamente, la actividad antibacteriana de ΔM2 contra cepas ATCC de bacterias gram- 
positivas y gram-negativas fue reportada (25). Aquí, se exploraron los efectos de este péptido contra 
cepas de K. pneumoniae de tipo salvaje susceptibles (KPTS) y KPMDR, así como cepas de P. 
aeruginosa de tipo salvaje susceptibles (PATS) y PAMDR colectadas entre los años 2017 y 2018. 
Finalmente, se evaluó la actividad hemolítica de este péptido frente a eritrocitos humanos. 

 
 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Síntesis del péptido antimicrobiano 
 

El péptido PAMC-CecD es un péptido catiónico corto derivado de la región amino (NH2) terminal del 
péptido ΔM2, un análogo de Cec-D de Galleria mellonella reportado previamente (25). CAMP-CecD 
está exactamente compuesto de los primeros 18 residuos del péptido ΔM2 
(RNFFKRIRRAGKRIRKAI). La carga del péptido fue calculada utilizando el software Heliquest 
(https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/). El péptido fue sintetizado por GenScript Corporation (Piscataway, NJ, 
EE. UU.) con un 98% de pureza. El péptido liofilizado se disolvió en solución salina tamponada con 
fosfato (PBS, NaCl 138 mM, KCl 3 mM, NaH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 8,1 mM y pH 7,4) a una 
concentración inicial de 5000 μg/ml y luego se dividió en alícuotas para obtener la concentración 
requerida. Las soluciones diluidas se prepararon el día de uso. 

 
Cepas bacterianas 

 
Un total de 60 cepas bacterianas se evaluaron, 30 de K. pneumoniae y 30 de P. aeruginosa. Los 
aislados clínicos de cada especie bacteriana fueron suministrados por el Laboratorio de Salud 
Pública Departamental del Valle del Cauca (LSPD). Los laboratorios de microbiología de dos 
instituciones de salud de Nivel III de Cali, enviaron los aislados clínicos al LSPD en el contexto de la 
vigilancia por laboratorio del Departamento del Valle del Cauca entre los años 2017 y 2018. Las 
especies bacterianas se confirmaron con la tarjeta de identificación de bacilos Gram-negativos 
VITEK® 2 (VITEK® 2 GN ID), que se basa en métodos bioquímicos establecidos y sustratos que 
miden la utilización de fuentes de carbono, actividades enzimáticas y resistencia (Ref. 21341, 
Biomérieux). La tarjeta de identificación VITEK® 2 GN ID se utilizó con el sistema VITEK® 2 
(Biomérieux) para la identificación automática de bacilos gram-negativos Enterobacteriaceae y no 
Enterobacteriaceae. Adicionalmente, como controles se utilizaron cepas de laboratorio obtenidas del 
American Type Culture Collection (ATCC): Escherichia coli ATCC® 25922™, K. pneumoniae ATCC® 
2146™ y P. aeruginosa ATCC® 27853™. 

 
Caracterización de aislados clínicos 

 
Para la caracterización de cada aislado clínico, inicialmente se evaluó su susceptibilidad y su 
resistencia a los antibióticos convencionales. Para esto, se determinó la concentración mínima 
inhibitoria (CMI) in vitro para cada antibiótico, utilizando la tarjeta VITEK® 2 Susceptibility 
Antimicrobial Testing (VITEK® 2 AST) en el sistema VITEK® 2 (Biomérieux), de acuerdo con los 
puntos de corte de la CMI definidos por el The Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) y el 
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (36,37). La susceptibilidad 
de todos los aislados clínicos de K. pneumoniae se determinó frente a agentes antimicrobianos, 
como penicilinas + inhibidores de ß-lactamasa (ampicilina/sulbactam [SAM]) y penicilinas 
antipseudomonales + inhibidores  de  ß-lactamasa  (piperacilina/tazobactam  [TZP]),   cefamicinas 
(cefoxitina [FOX]), cefalosporinas de tercera y cuarta generación (cefepima [FEP], ceftazidima [CAZ] 
y ceftriaxona (CRO)], carbapenémicos (doripenem [DOR], ertapenem [ETP], imipenem [IPM] y 
meropenem [MEM]), aminoglucósidos (amikacina [AMK] y gentamicina [GEN]), fluoroquinolonas 
(ciprofloxacina [CIP]) y glicilciclinas (tigeciclina [TGC]). Por otro lado, todos los aislamientos de P. 



aeruginosa fueron probados contra SAM, TZP, FOX, FEP, CAZ, CRO, DOR, ETP, IPM, MEM, AMK, 
GEN, CIP y polimixinas (colistina [CST]). Las cepas E. coli ATCC® 25922™ y K. pneumoniae ATCC® 
2146™ fueron la referencia para KPTS y KPMDR, respectivamente, mientras que la cepa P. 
aeruginosa ATCC® 27853 ™ fue la referencia para PATS. La susceptibilidad y resistencia de las 
cepas ATCC también se confirmaron con la tarjeta VITEK® 2 AST. Para confirmar la producción de 
enzimas carbapenemasas por parte de los aislados clínicos se utilizó el kit RAPIDEC® CARBA NP 
(Biomérieux) de acuerdo con las recomendaciones del CLSI (36), y para su clasificación, se 
realizaron pruebas de sinergia en agar Müller-Hinton con los inhibidores EDTA y ácido borónico, 
según los lineamientos del Instituto Nacional de Salud (INS) (38). 

 

Ensayo de la actividad antibacteriana de PAMC-CecD 
 

Para el ensayo de la actividad antibacteriana se realizaron tres procedimientos, donde el primero fue 
la validación de la técnica microdilución en caldo con cepas ATCC, la cual se realizó con el fin de 
adaptar el protocolo de microdilución en caldo establecido por el CLSI (36,39) a las condiciones de 
nuestro laboratorio, y teniendo en cuenta que el péptido PAMC-CecD se evaluó por primera vez 
contra estas especies bacterianas, se realizó una validación completa de dicho protocolo utilizando 
las cepas ATCC (41,42). Para esto se evaluaron dos parámetros que son fundamentales para una 
validación según la Food Drugs Administration (FDA): la concordancia y la reproducibilidad (41,42). 
La concordancia interobservador se evaluó con el índice kappa, para lo cual se realizó una 
comparación entre un observador y un referente experto en la técnica de microdilución en caldo 
(41,42). El segundo procedimiento realizado fue la determinación del punto de corte epidemiológico 
con cepas susceptibles, el cual se determina con el objetivo de encontrar el umbral diagnostico del 
agente microbiano frente a una especie bacteriana, para así conocer el comportamiento de ese 
agente antimicrobiano y a que concentración inhibe esa especie bacteriana. Finalmente, Se realizó 
el procedimiento donde se evalúa la actividad de PAMC-CecD frente aislados clínicos MDR, los tres 
procedimientos anteriormente mencionados se realizaron con la técnica de la microdilución en caldo.  
 
De esta forma los valores de CMI del PAMC-CecD en los tres procedimientos se determinaron a 
través de la técnica de microdilución en caldo, de acuerdo con el protocolo establecido por el CLSI 
(36,39). Para esto, inicialmente se obtuvo un cultivo puro de cada aislado clínico en agar BHI (Merck) 
que se incubó a 37 °C por 18 – 20 horas. Colonias de este cultivo se resuspendieron en solución 
salina al 0,5% hasta alcanzar una turbidez de 0.5 McFarland; esta suspensión contenía 
aproximadamente de 1 a 4 × 108 UFC/ml. Esta suspensión se diluyó en caldo Müeller- Hinton 
ajustado a cationes (BD BBL™) hasta obtener un inoculo con una concentración final de 2-7x105 
UFC/ml. Estos inóculos bacterianos se incubaron con diferentes concentraciones de PAMC-CecD y 
la concentración más alta evaluada fue 512 μg/ml, a partir de la cual se realizaron diluciones seriadas 
1:2. La mezcla de péptido e inóculo a un volumen final de 100 μL se incubó en microplacas estériles 
de polipropileno de 96 pozos (Sigma-Aldrich) a 37 ºC. Se realizó un control sin péptido para cada 
una de las cepas evaluadas. Adicionalmente, las cepas ATCC de referencia se usaron en cada 
ensayo como un control para asegurar la reproducibilidad. La CMI del PAMC-CecD para cada cepa, 
se definió como la concentración más baja que inhibió el crecimiento visible de las bacterias después 
de la incubación durante 18-20 horas (36,39). Finalmente, la concentración mínima bactericida 
(CMB) del péptido, definida como la concentración más baja de un agente antibacteriano requerido 
para matar el 99.9% de las bacterias, se determinó añadiendo el contenido de los pozos que no 
mostraron crecimiento bacteriano visible en placas de agar Müller-Hinton incubadas a 37 °C durante 
18-20 horas (29,40). 

 
Actividad hemolítica de PAMC-CecD 

 

Eritrocitos humanos se utilizaron con el fin de evaluar la actividad hemolítica del péptido CAMP-CecD 
a diferentes concentraciones (256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 μg / ml). Los eritrocitos se aislaron de 
sangre periférica humana fresca. Inicialmente se lavaron tres veces con PBS a una concentración 
del 1X por centrifugación durante 5 minutos tres mil rpm y luego se resuspendieron en PBS. Las 
diferentes concentraciones de péptidos se añadieron a eritrocitos humanos al 4% en PBS, se 
incubaron a 37°C durante 1 h, y luego se centrifugaron a 4000 g durante 5 min. Se transfirieron 
alícuotas del sobrenadante a placas de 96 pozos, y se midió la hemólisis por absorbancia a 540 nm 
con un Multiskan Go (Thermo). Los eritrocitos en ausencia y presencia de Tritón X100 (1%) se 
emplearon como control negativo (blanco) y positivo, respectivamente. La ecuación: [(Abs en la 
solución de péptido-Abs en PBS) / (Abs en Triton X100-Abs en PBS)] × 100 se usó para calcular el 
porcentaje de hemólisis (25). 



 
Análisis estadístico 

 
Las CMI y las CMB se determinaron por duplicado para cada uno de los aislados. A fin de unificar la 
técnica y establecer su confiabilidad y consistencia, inicialmente se realizó una validación de la 
metodología de microdilución en caldo utilizando cepas ATCC® de referencia, determinando las 
variables reproducibilidad y concordancia interobservador, a través del índice kappa de Cohen 
(41,42). Adicionalmente, se estimaron los valores de los puntos de corte epidemiológicos para las 
cepas KPTS y PATS. Finalmente, los resultados se analizaron utilizando herramientas estadísticas 
descriptivas con la mediana. Las diferencias estadísticamente significativas de las CMI entre 
especies, y entre las cepas de tipo salvaje y MDR, se analizaron y compararon mediante la prueba 
de Kruskal-Wallis, una alternativa no paramétrica a la prueba ANOVA, con el software R-Project 
versión 1.1.463. Los valores de p ≤ 0.05 se consideraron estadísticamente significativos. 



3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Características bioquímicas del péptido PAMC-CecD 

 
PAMC-CecD está compuesto por 18 residuos de aminoácidos que exhibe una carga neta catiónica 
de +9 y un valor de índice de hidrofobicidad de -0.002 (Figura 1). La proyección de rueda helicoidal 
mostró una configuración anfipática fuerte ya que la cara hidrofílica (arriba) está claramente 
diferenciada de la hidrofóbica (abajo) (Figura 1). La cara hidrofílica está compuesta de 10 residuos: 
R1,6,8,9,13,15; K5,12,16 y N2, mientras que 8 residuos: A10,17; F3,4; I7, 14, 18 y G11, conforman 
el núcleo hidrofóbico del péptido (Figura 1). Estas características bioquímicas pueden contribuir con 
la naturaleza antibacteriana de PAMC-CecD. En este sentido, la carga catiónica de este péptido 
depende del gran contenido de residuos cargados positivamente, como arginina (R) y lisina (K) 
(Figura 1) (43). La presencia de las cargas positivas en PAMC-CecD probablemente favorecen su 
actividad antibacteriana, pues podría interactuar con las paredes celulares polianiónicas de las 
bacterias, por ejemplo, a través de atracciones electrostáticas entre el péptido y los lipopolisacáridos, 
que desestabilizan la estructura de las membranas de bacterias Gram-negativas (24,43,44). Por su 
parte, la hidrofobicidad de PAMC-CecD también puede contribuir con su actividad antibacteriana, 
pues facilita la inserción del péptido en la membrana de las bacterias Gram-negativas alterándola 
(Figura 1) (45,46). En este sentido, los aminoácidos que componen el núcleo hidrofóbico del péptido 
pueden permitir que este se una y se inserte en el centro hidrofóbico de las membranas bacterianas, 
favoreciéndose la interacción con la región apolar de la bicapa fosfolipídica, lo que puede provocar 
la alteración de la fluidez de la membrana (45). De esta manera, la interacción directa de los péptidos 
con la bicapa lipídica puede crear extensos dominios fluidos en las membranas bacterianas, 
provocando la deslocalización de las proteínas unidas a la membrana y la fuga de citosol, 
contribuyendo así a la destrucción de la célula (47). 

 

 
Figura 1. Proyección de rueda helicoidal de PAMC-CecD. Los residuos se colorean según la 
clasificación: polar cargado (azul), polar neutro (rosa). La hidrofobicidad de los residuos se muestra 
del color amarillo (los residuos más hidrofóbicos) al gris (los residuos menos hidrofóbicos). La flecha 
apunta a la cara hidrofóbica. 



Perfiles de susceptibilidad y resistencia de los aislados clínicos 
 

Los perfiles fenotípicos de susceptibilidad y resistencia a los antibióticos convencionales de los 
aislados clínicos de K. pneumoniae, P. aeruginosa y las cepas ATCC® se muestran en la Figura 2. 
Estos perfiles se construyeron utilizando siete y seis categorías antimicrobianas para K. pneumoniae 
y P. aeruginosa, respectivamente (Figura 2). Las categorías de antibióticos utilizadas para evaluar la 
susceptibilidad y resistencia de los aislados clínicos de K. pneumoniae incluyeron penicilinas + 
inhibidores de ß-lactamasa, penicilinas antipseudomonales + inhibidores de ß-lactamasa, 
cefamicinas, cefalosporinas de tercera y cuarta generación, carbapenémicos, aminoglucósidos, 
fluoroquinolonas y glicilciclinas (Figura 2A). En el caso de los aislados de P. aeruginosa se evaluaron 
estas mismas categorías, además de las polimixinas (Figura 2B). Un total de 14 aislamientos de K. 
pneumoniae se clasificaron como KPTS pues no mostraron resistencia a ningún antibiótico evaluado, 
mientras que los 16 aislamientos clínicos restantes se consideraron como KPMDR, debido a su 
resistencia a al menos tres categorías antimicrobianas diferentes, que incluyeron penicilinas + 
inhibidores de la β-lactamasa, cefamicinas, cefalosporinas de tercera y cuarta generación, 
carbapenems, aminoglucósidos, fluoroquinolonas y glicilciclinas (Figura 2A) (4). Según las pruebas 
de sinergia y CARBA NP, 14 asilados clínicos KPMDR fueron productores de metalo-beta-lactamasa 
de la clase B, mientras que dos fueron productores de carbapenemasas de la clase A tipo serin-beta- 
lactamasa (Figura 2A). Por su parte, 14 cepas de P. aeruginosa se consideraron cepas de tipo 
salvaje, con resistencia intrínseca a la tigeciclina los aislados MDR también presentaron esta 
resistencia intrínseca (48), y 16 se clasificaron como PAMDR, debido a su resistencia a las categorías 
antimicrobianas, como penicilinas + inhibidores de la β-lactamasa, cefalosporinas de tercera y cuarta 
generación, carbapenems, aminoglucósidos, fluoroquinolonas y polimixinas (Figura 2B) (4). Todas 
las PAMDR se clasificaron como aislados clínicos productores de carbapenemasas de la clase B, 
específicamente metalo-beta-lactamasa (Figura 2B). 
De acuerdo con los perfiles fenotípicos encontrados, las cepas bacterianas MDR aquí evaluadas 
pueden poseer diversos mecanismos de resistencia (Figura 2). A pesar de que muchos de estos 
mecanismos de resistencia están determinados genéticamente, esa caracterización no se realizó 
para los aislados clínicos evaluados en el presente estudio. Sin embargo, es posible hipotetizar que 
la resistencia a fluoroquinolonas en las cepas MDR evaluadas en el presente estudio esté 
relacionada con mutaciones en la región determinante de resistencia a la quinolona (QRDR) del gen 
gyrA que codifica para la ADN girasa (49–51), pues se ha calculado que entre el entre el 50 y el 70% 
de los aislados clínicos de K. pneumoniae y P. aeruginosa en Colombia presentan resistencia a las 
quinolonas por mutación en el gen gyrA (52). Estos valores son concordantes con los encontrados 
en este estudio, pues entre el 40 y el 50% del total de los aislados clínicos aquí evaluados 
presentaron resistencia a la ciprofloxacina (Figura 2). Por su parte, los mecanismos de resistencia a 
carbapenémicos, cefalosporinas y penicilinas incluyen cambios en proteínas de la membrana 
externa, bombas de eflujo inespecíficas, producción de enzimas tipo β-lactamasas y modificaciones 
del sitio blanco en bacterias Gram-negativas (53). Entre estos mecanismos, la hidrólisis enzimática 
por la acción de β-lactamasas es el principal y más común mecanismo de resistencia a los 
betalactámicos (54,55). En este sentido, todos los aislados clínicos de K. pneumoniae y P. 
aeruginosa MDR caracterizados en este estudio presentaron resistencia a carbapenémicos a través 
de la producción de enzimas tipo β-lactamasas (Figura 2). La presencia de aislamientos KPMDR y 
PAMDR es consistente con la situación real de resistencia bacteriana en Cali y todo Colombia, donde 
se ha reportado una alta frecuencia de cepas MDR de K. pneumoniae y P. aeruginosa, así como su 
exitosa propagación durante los últimos años, lo que representa una amenaza para la salud pública 
actual en los hospitales colombianos (15,56–60). Teniendo en cuenta los perfiles fenotípicos, es 
probable que los aislados MDR evaluados en este estudio, posean genes blaVIM, blaNDM y blaKPC que 
codifican para metalo-beta-lactamasa y carbapenemasas clase A tipo serina, puesto que 
previamente se han reportado aislados clínicos de P. aeruginosa y K. pneumoniae con estos genes 
circulando en ambientes clínicos de la ciudad de Cali (57–60). En cuanto a la resistencia a los 
aminoglucósidos, la presencia de enzimas modificadoras de aminoglucósidos (EMAG) es el 
mecanismo más común entre los diferentes aislados de bacilos Gram-negativos como K. pneumoniae 
y P. aeruginosa con resistencia a estos antibióticos en Colombia (61,62). De acuerdo con los perfiles 
fenotípicos encontrados en este estudio (Figura 2) y lo reportado en estudios previos en Colombia, 
es probable que los aislados MDR de K. pneumoniae y P. aeruginosa aquí reportados produzcan 
EMAG como su mecanismo de resistencia a los antibióticos pertenecientes a esta categoría de 
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antimicrobianos, sin embargo, esto debe ser confirmado experimentalmente. Por su parte, el 69% de 
los aislados clínicos PAMDR presentaron resistencia a colistina (Figura 2B). Este resultado es 
ligeramente superior con lo reportado para el Departamento del Valle del Cauca, en donde en 
promedio el 30% de los aislados clínicos MDR muestran resistencia a colistina (63). A pesar de que 
la transferencia horizontal mediada por los genes mcr en plásmidos es el mecanismo de resistencia 
a colistina más común, la frecuencia de aislados clínicos que circulan en el Valle del Cauca y que 
presentan este mecanismo no se ha establecido con claridad en la actualidad (63). Finalmente, por 
esta razón, es necesario confirmar experimentalmente la presencia de genes mcr en estos 
asilados(Figura 2B). 

 

 

1 2 3 4 5 6   7 8 2  4 5 6   7  8 9 

 
 
 
 

NEG  NEG 

NEG  NEG 

NEG  NEG 
NEG  NEG 

NEG  NEG 
NEG  NEG 

NEG  NEG 

NEG  NEG 
NEG  NEG 

NEG  NEG 
NEG  NEG 

NEG  NEG 

NEG  NEG 
NEG  NEG 

NEG  NEG 
NEG   POS 

NEG   POS 

NEG   POS 
NEG   POS 

NEG   POS 
POS   NEG 

POS   NEG 

NEG   POS 
NEG   POS 

NEG   POS 
NEG   POS 

NEG   POS 

NEG   POS 
NEG   POS 

NEG   POS 
NEG   POS 

NEG   POS 

 
NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 
NEG 

NEG 

NEG 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

 
Pa ATCC 27853 

Pa16 

Pa17 

Pa20 

Pa21 

Pa22 

Pa24 

Pa25 

Pa26 

Pa27 

Pa30 

Pa18 

Pa19 

Pa23 

Pa29 

Pa06 

Pa09 

Pa02 

Pa13 

Pa04 

Pa03 

Pa08 

Pa10 

Pa05 

Pa14 

Pa07 

Pa12 

Pa01 

Pa11 

Pa15 

Pa28 

 
NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

POS 
POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

 
NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

NEG 

POS 
POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

POS 

Categorías antimicrobianas 
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3 Cefamicinas – 4 Cefalosporinas de tercera y cuarta generación – 5 Carbapenems – 6 Aminoglucósidos – 

7 Fluoroquinolonas – 8 Glicilciclinas – 9 Polimixinas. 

 
 

Figura 2. Perfiles de susceptibilidad y resistencia de los aislados clínicos de K. pneumoniae 
(A) y P. aeruginosa (B) a los antibióticos convencionales. Las categorías interpretativas fueron: 
susceptibilidad (cuadrado verde), resistencia intermedia (cuadrado amarillo) y resistencia (cuadrado 
rojo), de acuerdo con los puntos de corte clínicos definidos por las pautas de CLSI, a excepción de 
Tigeciclina, que se interpretó de acuerdo con las pautas de EUCAST. Kp: K. pneumoniae; Pa: P. 
aeruginosa; Ec ATCC 25922: Escherichia coli ATCC® 25922 ™; Kp ATCC 2146: K. pneumoniae 
ATCC® 2146 ™; Pa ATCC 27853: P. aeruginosa ATCC® 27853 ™; NEG: Negativo; POS: Positivo 
para la presencia de enzimas carbapenemasas. 
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Validación de la técnica de microdilución en caldo 
 
En cuanto a la validación de la técnica microdilución en caldo, el valor de kappa calculado fue de 
0,63, lo que significa una concordancia del 63% entre observadores, para los resultados de CMI del 
péptido frente a las cepas ATCC. De acuerdo con estos resultados, la fuerza de concordancia se 
puede clasificar como considerable o substancial, según la categorización de los valores kappa 
(41,64). Según esta categorización, los valores de concordancia kappa mayores a 0,60 indican una 
concordancia adecuada entre los observadores y una confiabilidad en los resultados obtenidos 
(41,64). El índice de concordancia encontrado aquí, puede estar explicado por valores de diferencia 
de una dilución de CMI entre observadores, que se pueden considerar como errores menores 
aceptables para la validación de la técnica (65). De acuerdo con estos resultados, la técnica de 
microdilución en caldo ajustada para calcular la CMI del CLSI (36,39), es un método estándar y 
confiable para determinar la CMI del péptido. 
Adicionalmente, con el fin de determinar la consistencia y la confiabilidad del método, se calculó la 
reproducibilidad intraobservador como el porcentaje de concordancia entre los resultados obtenidos 
por cada observador. En este sentido, el valor de reproducibilidad promedio calculado para los 
resultados de la CMI frente a las cepas ATCC en tres ensayos desarrollados por cada observador 
fue del 0,81 (81%). La reproducibilidad se determinó aplicando el coeficiente de confiabilidad, que 
es la correlación entre las puntuaciones obtenidas por los sujetos, en dos formas paralelas de una 
prueba (66). Cuanto más cercana a uno sea la correlación, mayor es la confiabilidad, precisión o 
reproducibilidad del método (67). Teniendo en cuenta lo anterior, se puede determinar que la 
reproducibilidad de la técnica de microdilución en caldo fue adecuada para la consistencia de la 
técnica de la microdilución en caldo. 

 
Puntos de corte epidemiológicos 

 
Una vez que la técnica de microdilución en caldo se validó con las cepas ATCC, se procedió a evaluar 
la actividad del péptido frente a los aislados clínicos. Inicialmente, se determinó el punto de corte 
epidemiológico, definido como las distribuciones de la CMI de un agente antimicrobiano en una 
población, basada únicamente en la actividad in vitro. Debido a que la actividad del péptido PAMC- 
CecD no había sido evaluada previamente contra K. pneumoniae ni P. aeruginosa, fue necesario 
definir los puntos de corte epidemiológicos del péptido para ambas especies (68). Para esto, se 
determinó la actividad del péptido frente a todos los aislados de tipo salvaje susceptibles a los 
antibióticos convencionales de cada especie. En este sentido, el péptido PAMC-CecD mostró 
actividad antibacteriana contra las cepas KPTS (n=14) y PATS (n=14), pero no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre ellas (Tabla 1). Se encontró que los puntos de corte 
epidemiológicos fueron similares para K. pneumoniae y P. aeruginosa, con CMI de 512 µg/mL para 
ambas especies (Figuras 3 y 4). Sin embargo, los valores más bajos de CMI entre las especies 
fueron diferentes, 32 µg/mL para las cepas KPTS (Figura 3) y 64 µg/mL para PATS (Figura 4). A 
pesar de que no se encontraron diferencias significativas entre las especies, el péptido mostró mayor 
actividad frente PATS en comparación con KPTS (Tabla 1). Los puntos de corte epidemiológicos 
encontrados para PAMC-CecD son superiores cuando se comparan con los reportados para los 
antibióticos convencionales, como por ejemplo los carbapenémicos y la colistina, de acuerdo con el 
CLSI y el EUCAST (Tabla 1 y Tabla S1). Estas diferencias entre las CMI del péptido y los antibióticos 
convencionales pueden estar explicadas por el mayor número de moléculas de PAMC-CecD 
requerido para generar la disrupción de la membrana o la formación de poros, puesto que la 
membrana bacteriana representa un objetivo muy grande desde el punto de vista molecular para la 
acción de los PAMs (69). Por su parte, los antibióticos convencionales tienen objetivos moleculares 
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específicamente definidos, y con un número menor de moléculas pueden inducir un efecto 
bactericida (69,70). 

 
 

Tabla 1 Actividad antibacteriana in vitro de CAMP-CecD contra cepas susceptibles de tipo salvaje y 
MDR de K. pneumoniae y P. aeruginosa 

 

K. pneumoniae (n) CMI (μg/ml) CMB (μg/ml) P. aeruginosa (n) CMI (μg/ml) CMB (μg/ml) p-valora 

KPTS (14) 32–512 32–512 PATS (14) 64–512 64–512 0.14 

KPMDR (16) 256–512 256–512 PAMDR (16) 32–512 32–512 0.12 

Cepas totales (30) 32–512 32–512 Cepas totales (30) 32–512 32–512 0.03 

Ec ATCC 25922 128–256 128–256 Pa ATCC 27853 32–64 32–64 
 

Kp ATCC 2146 256–512 
     

a Nivel de significancia entre las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) 
KPTS: K. pneumoniae tipo salvaje; KPMDR: K. pneumoniae multidrogorresistente; PATS: P. aeruginosa tipo salvaje; PAMDR: 

P. aeruginosa multidrogorresistente; Ec ATCC 25922: Escherichia coli ATCC® 25922™; Kp ATCC 2146: K. pneumoniae 
ATCC® 2146™; Pa ATCC 27853: P. aeruginosa ATCC® 27853™; CMB: concentración mínima bactericida; CMI: 

concentración mínima inhibitoria 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Distribución de las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) para los aislamientos tipo 
salvaje susceptibles (KPTS) y aislamientos multidrogorresistentes de K. pneumoniae (KPMDR). No 
se encontraron diferencias significativas entre los aislamientos KPTS y KPMDR según la prueba de 
Kruskal-Wallis (p> 0,05). 
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Figura 4. Distribución de las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) para los aislamientos tipo 
salvaje susceptibles (PATS) y aislamientos multidrogorresistentes de P. aeruginosa (PAMDR). No 
se encontraron diferencias significativas entre los aislamientos PATS y PAMDR según la prueba de 
Kruskal-Wallis (p> 0,05). 

 
 
 

Actividad antibacterial in vitro contra bacterias multidrogorresistentes y actividad hemolítica. 

 
Una vez determinados los puntos de corte epidemiológicos de PAMC-CecD para los aislados KPTS 
y PATS, se evaluó la actividad del péptido frente a bacterias MDR (Figuras 3 y 4). Los rangos de la 
actividad in vitro del PAMC-CecD contra K. pneumoniae y P. aeruginosa MDR se resumen en la 
Tabla 1. PAMC-CecD mostró actividad antibacteriana contra todos los aislados clínicos de K. 
pneumoniae y P. aeruginosa, tanto susceptibles como MDR, con valores de CMI entre 32 y 512 
μg/ml, y contra cepas ATCC (Tabla 1). En general, esta actividad contra bacterias gram-negativas 
fue consistente con reportes previos en los que diferentes miembros naturales y análogos sintéticos 
de las cecropinas, mostraron efectividad contra cepas ATCC de P. aeruginosa, K. pneumoniae y E. 
coli (25,29,35,71–74). Los valores de CMI encontrados en este estudio fueron comparables con los 
reportados para otros péptidos catiónicos, pero ligeramente superiores en comparación con los 
reportados para el péptido híbrido cecropin A-melittin (29). La actividad de PAMC-CecD frente a 
bacterias gram-negativas puede estar explicada por la naturaleza catiónica de este péptido como se 
mencionó anteriormente. Esta característica bioquímica de PAMC-CecD puede favorecer su 
selectividad por los fosfolípidos que componen la membrana de las bacterias gram-negativas (75). 
La carga positiva en la cara polar del péptido puede perturbar la membrana, produciendo una 
interacción electrostática entre los residuos catiónicos del péptido y la cabezas aniónicas de los 
fosfolípidos (76). Esto puede causar la disrupción de las membranas bacterianas o la formación de 
poros, lo que puede provocar la entrada de péptidos al citoplasma bacteriano y su interacción contra 
otros blancos moleculares bacterianos internos, alteración de la permeabilidad de la membrana o la 
fuga de citosol, causando la muerte bacteriana inmediata (47,75,77–79). 
Cuando se compararon los valores de CMI para todas las cepas evaluados en este estudio, se 
encontraron diferencias estadísticas entre K. pneumoniae y P. aeruginosa (Tabla 1). A pesar de esto, 
no se hallaron diferencias significativas cuando se compararon especificamente las cepas de tipo 
salvaje de K. pneumoniae y P. aeruginosa, y tampoco entre los aislamientos MDR de K. pneumoniae 
y P. aeruginosa (Tabla 1). Sin embargo, el péptido mostró mayor eficiencia contra PAMDR 
comparado con KPMDR, siendo 32 μg/ml el valor más bajo de CMI para los aislados de P. 
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aeruginosa MDR (Tabla 1). Esto puede estar explicado por la presencia de factores de virulencia y 
mecanismos de resistencia en las especies evaluadas. Por ejemplo, las cepas de K. pneumoniae 
productoras de carbapenemasas han demostrado tener una cápsula que contribuye a su 
patogenicidad debido a sus polisacáridos capsulares que podrían protegerlos de la actividad 
antibacteriana de PAMC-Cec, en comparación con los aislados clínicos de P. aeruginosa (13,80– 
82). La eficacia de PAMC-CecD contra los aislamientos MDR encontrada aquí, fue comparable a la 
reportada previamente para los miembros de cecropinas naturales y péptidos tipo-cecropina, que 
actuaron contra cepas MDR de bacterias gram-negativas, incluyendo Salmonella typhimurium, 
Acinetobacter baumannii, E. coli y P. aeruginosa (83–86). Cuando se realizaron comparaciones 
intraespecíficas, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los aislados de 
tipo salvaje y MDR de K. pneumoniae (Figura 3), pero las cepas WTKP fueron más susceptibles a 
PAMC-CecD con 32 μg/ml como el valor más bajo de CMI, mientras que el valor de CMI más bajo 
para KPMDR fue de 256 μg/ml (Figura 3). De manera similar, cuando se compararon cepas 
susceptibles y MDR de P. aeruginosa, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 
(Figura 4). Aunque no se encontraron diferencias, las cepas de MDRPA mostraron una mayor 
susceptibilidad a CAMP-CecD con valores de CMI entre 32 y 512 μg/ml, mientras que los valores de 
CMI del péptido para PATS oscilaron entre 64 y 512 μg/ml (Figura 4). De forma interesante, los 
resultados obtenidos en este estudio sugieren que la actividad antibacteriana del péptido PAMC-Cec 
frente a K. pneumoniae y P. aeruginosa es independiente de los mecanismos de resistencia que 
posean los aislados clínicos (Figuras 3 y 4). Adicionalmente, no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre los resultados de la CMI y la CMB del péptido PAMC-CecD 
frente a todos los aislados clínicos evaluados, independientemente de sus perfiles de resistencia 
(Tabla 1). Debido a que los resultados de la CMB fueron iguales a los de la CMI en todos los casos, 
el péptido PAMC-CecD puede considerarse como un agente bactericida, tanto para aislados MDR 
como susceptibles a los antibióticos convencionales (Tabla 1). Estos hallazgos sugieren que los 
mecanismos de resistencia de los aislados de K. pneumoniae y P. aeruginosa probados en este 
estudio (Figura 2) no alteran la eficacia de PAMC-CecD. Estudios previos también han informado 
sobre el efecto bactericida de otros PAMC, incluidos los péptidos híbridos de cecropina A, 
catelicidinas, magainina y nisina, contra cepas MDR (23,29,34,87). De manera similar a este estudio, 
no se detectaron diferencias entre los valores de CMI y CMB independientemente de los perfiles de 
resistencia a los antibióticos (23,29,34,87). 
Finalmente, se evaluó la actividad hemolítica de PAMC-CecD frente a eritrocitos humanos. A 
diferencia del péptido patrón ΔM2 que mostró una ligera actividad hemolítica (25), PAMC-CecD no 
mostró actividad hemolítica a la concentración más alta aquí evaluada (256 μg/ml). Tanto PAMC- 
CecD como ΔM2 poseen una carga neta de +9, por lo tanto, la actividad hemolítica de PAMC-CecD 
no varió dependiendo de la carga catiónica (Figura 1). En contraste con estos resultados, un estudio 
previo informó una asociación positiva entre la carga y la actividad hemolítica del péptido V13K (88). 
Sin embargo, las variaciones en otras propiedades estructurales pudieron haber influido en la 
reducida actividad hemolítica del péptido PAMC-CecD. Por ejemplo, la hidrofobicidad informada del 
péptido ΔM2 es sustancialmente mayor (0.178) (25) que la de PAMC-CecD (−0.002) (Figura 1). 
Según informes anteriores, el aumento de la hidrofobicidad puede aumentar la actividad hemolítica, 
y la baja hidrofobicidad de PAMC-CecD podría explicar la ausencia de actividad hemolítica (89,90). 
Además, la corta longitud del péptido pudo haber contribuido con su reducida actividad hemolítica, 
pues se ha demostrado que al aumentar la longitud en un péptido su actividad hemolítica incrementa 
(91). Teniendo en cuenta los resultados aquí obtenidos, PAMC-CecD puede ser seguro para su uso 
en formulaciones tópicas (92), siendo un candidato potencial para su uso en el tratamiento de 
enfermedades infecciosas causadas por bacterias MDR. 

 
 

4. CONCLUSIONES 
 

En conclusión, los resultados de este estudio demostraron que PAMC-CecD exhibe una actividad 
bactericida contra bacterias Gram-negativas como K. pneumoniae y P. aeruginosa. Este péptido 
exhibió actividad antibacteriana contra aislados clínicos tanto susceptibles como MDR a antibióticos 
convencionales. PAMC-CecD mostró un efecto bactericida contra bacterias que generan una gran 
preocupación en la salud pública actualmente, tales como aislados de K. pneumoniae productores 



de enzimas metalo-beta-lactamasas y de carbapenemasas de la clase A del tipo serin-beta- 
lactamasa, y aislados clínicos de P. aeruginosa productores de metalo-beta-lactamasas y resistentes 
a colistina. Teniendo en cuenta esto y su mínimo efecto hemolítico, PAMC-CecD puede considerarse 
como una posible alternativa a los antibióticos convencionales seguro en formulaciones tópicas para 
controlar las bacterias MDR asociadas con enfermedades infecciosas graves. 
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intrínseca 

ANEXO 1: 

Material suplementario 

 
Tabla Suplementaria 1. Puntos de corte epidemiológicos de antibióticos convencionales para P. 
aeruginosa y K. pneumoniae según el CLSI. 

 
 
 

 
de β-lactamasa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5. Carbapenems 

 
 

 
6. Aminoglucósidos 

 
 

8. Glicilciclinas 8. Tigeciclina1 
Resistencia

 
 

0.12 - 2 

9. Polimixinas 9. Colistina 0.5 - 4 0.5 

1 Punto de corte definido por el The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST 2019. MIC and 

zone diameter distributions and ECOFFs [Internet]. 2019. 

Categoría 
Agente antimicrobiano 

(AB) 

P. aeruginosa 

CMI (µg/mL) 

K. pneumoniae 

CMI (µg/mL) 

1. Penicilinas + inhibidores 
1. Ampicilina/Sulbactam

 
32 - 64 0.5 - 16 

2. Penicilinas 
antipseudomonales + 2. Piperacilina/Tazobactam 

 
0.5 - 16 

 
0.5 - 8 

inhibidores de β-lactamasa   

3. Cefamicinas 3. Cefoxitina - 1 - 8 

4. Cefalosporinas de 
4. Ceftazidima

 0.5 - 8 0.03 – 0.5 

tercera y cuarta 4. Ceftriaxona - 0.008 – 0.12 

generación 
4. Cefepima

 0.5 - 8 0.015 – 0.12 

5. Doripenem 0.25 - 0.5 0.03 

5. Ertapenem - 0.008 – 0.25 

5. Imipenem 0.25 -4 0.12 

5. Meropenem 0.06 - 2 0.008 – 0.12 

6. Amikacina 0.5 - 16 0.5 - 8 

6. Gentamicina 0.25 - 8 0.12 - 2 

7. Fluoroquinolonas 7. Ciprofloxacino 0.03 – 0.5 0.008 – 0.12 

 


