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Resumen

La resistencia bacteriana a antibioticos se ha convertido con el paso de los afios en un
problema de salud publica, esto por el uso indiscriminado de antibi6ticos; asimismo
factores como la transferencia horizontal de genes de resistencia o la produccion de
biopelicula contribuyen al aumento de esta problematica, generando que cada vez sea mas
complicado dar un tratamiento para infecciones bacterianas y reduciendo el numero de
antibidticos efectivos para la resolucion de una enfermedad y aumentando la
morbimortalidad.
Debido a esto se han propuesto distintos tratamientos alternativos al uso tradicional de
antibidticos, uno de estos es el uso de péptidos antimicrobianos los cuales han mostrado la
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. Uno de los péptidos antimicrobianos mas
importante es el péptido LL-37 que es miembro de la familia de las catelicidinas y en el
cual se ha evaluado su accion sobre bacterias Gram positivas como S. aureus mostrando
resultados positivos en la inhibicion de este microorganismo, es por esto que se evaluo la
actividad de este péptido y sus derivados en el crecimiento y formacién de biopelicula de
cepas clinicas y ATCC de bacilos Gram negativos, los cuales son causantes de numerosas
enfermedades a nivel mundial.
Palabras clave: Resistencia bacteriana, bacilos Gram negativos, biopelicula, péptidos
antimicrobianos, LL-37.

Summary

Bacterial resistance to antibiotics has become a public health problem over the years, due to
the indiscriminate use of antibiotics; Likewise, factors such as horizontal transfer of
resistance genes or biofilm production contribute to the increase of this problem, making it
increasingly difficult to treat bacterial infections and reducing the number of effective
antibiotics for the resolution of a disease and increasing morbidity and mortality.

Due to this, different alternative treatments to the traditional use of antibiotics have been
proposed, one of these is the use of antimicrobial peptides which have shown the ability to
inhibit bacterial growth. One of the most important antimicrobial peptides is the LL-37
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peptide that is a member of the cathelicidin family and in which its action on Gram positive
bacteria such as S. aureus has been evaluated showing positive results in the inhibition of
this microorganism, for this reason the activity of this peptide and its derivatives in the
growth and biofilm formation of clinical and ATCC strains of Gram-negative bacilli were
evaluated, which are the cause of numerous diseases worldwide.

Key words: bacterial resistance, Gram negative bacilli, biofilm, antimicrobial peptides,
LL-37.

Introduccion

Las bacterias Gram negativas son responsables de generar diferentes patologias, que van
desde infecciones urinarias y gastrointestinales leves hasta complicaciones mas severas
como enfermedades nosocomiales y bacteriemias. Se describe que algunos de estos
microorganismos presentan distintos mecanismos de resistencia a antibioticos como la
expresion de Betalactamasas (BLEE y AmpC), topoisomerasas, baja permeabilidad en la
membrana y formacion de biopeliculas, lo cual dificulta su tratamiento provocando
importantes problemas de salud publica.(1)

En el afio 2018 en Colombia, el Ministerio de salud y proteccidn social reportaron una
gran incidencia y prevalencia de infecciones nosocomiales relacionadas con la
colonizacion de distintos dispositivos médicos por diversos patdgenos, siendo los mas
importantes Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, seguido
de bacterias Gram positivas y otras Enterobacterias; con un perfil de resistencia del 26.9%
en E. coli en cefalosporinas de tercera generacion, del 10% en carbapenémicos en bacterias
fermentadoras y del 30% en bacterias no fermentadoras, todo esto asociado a la facilidad
que tienen estos patdgenos para crear biopeliculas.(2)

La habilidad de formar biopelicula por parte de bacterias Gram negativas esta descrita en
mayor medida en bacterias del género Pseudomonas spp., Klebsiella spp. y Citrobacter
spp. donde se ven involucrados diferentes elementos y mecanismos entre ellas, como la
expresion de genes, proteinas, la utilizacion de moléculas especificas para activar y
percibir las sefiales celulares, la conformacion de los exopolisacaridos entre otros, dado que
no todos los géneros que hacen parte de este grupo llevan a cabo el mismo proceso para la
formacion de biopelicula, sin embargo se tiene en comun las consecuencias y el impacto
que esta genera, contribuyendo a las infecciones y persistencia bacteriana. Debido a que se
conoce que las bacterias que se presentan de esta forma son mucho mas resistentes que las
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que se encuentran en estado plancténico, se buscan nuevas terapias alternativas al uso de
antibioticos, lo que ha llevado a implementar el uso de péptidos antimicrobianos. (3)

Los péptidos antimicrobianos son moléculas sintetizadas por diferentes organismos,
haciendo parte de su sistema inmune innato. Se conoce que los PAM presentan diversos
mecanismos por los cuales atacan a los patdgenos, entre los cuales estan la intervencion en
la sintesis de proteinas y ADN, la inactivacion de LPS, entre otras, como también se les
atribuye actividades antiinflamatorias e inmunomoduladoras, por estos motivos se les han
realizado modificaciones con el fin de mejorar estas acciones, generando una mayor
eficiencia en su aplicabilidad como tratamiento alternativo contra infecciones
bacterianas.(4)

Pregunta problema

¢ Qué efecto tienen los péptidos antimicrobianos LL37-AC1, LL37-AC-2, D-LL37 y LL-37
en el crecimiento de bacterias Gram negativas como E. coli spp., Klebsiella pneumoniae
spp., Pseudomonas spp., Citrobacter spp., Proteus spp., Salmonella spp., Acinetobacter
spp., Burkholderia spp. y Yersinia spp.?

Objetivos
Objetivo general
Identificar el efecto de los péptidos antimicrobianos LL37-AC1, LL37-AC-2, D-LL37 y
LL-37 en el crecimiento bacteriano de cepas clinicas y cepas ATCC de bacilos Gram
negativos, asi como evaluar la formacion de biopelicula que producen cada uno de estos
microorganismos.
Objetivos especificos
1. Evaluar el crecimiento que tienen los bacilos Gram negativos E. coli spp.,
Klebsiella pneumoniae spp., Pseudomonas spp., Citrobacter spp., Proteus spp.,
Salmonella spp., Acinetobacter spp., Burkholderia spp. y Yersinia spp., en presencia

de los péptidos antimicrobianos LL37-AC1, LL37-AC-2, D-LL37 y LL-37.

2. Evaluar la formacion y maduracion de la biopelicula producida por las cepas
clinicas y ATCC de bacilos Gram negativos E. coli spp., Klebsiella pneumoniae
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spp., Pseudomonas spp., Citrobacter spp., Proteus spp., Salmonella spp.,
Acinetobacter spp., Burkholderia spp. y Yersinia spp.

3. Hacer una comparacion entre cada uno de los péptidos utilizados, para determinar
cuél de estos tiene mejor efecto inhibitorio, y a que concentracion minima actdan
sobre cada una de las cepas.

Justificacion

En Colombia la importancia clinica de las bacterias Gram negativas esta dada por ser las
responsables de multiples patologias, donde se destacan las infecciones asociadas a la
atencion en salud (IAAS), lo que indica que estan altamente relacionadas con enfermedades
intrahospitalarias, generando grandes problemas principalmente en las unidades de
cuidados intensivos (UCI), debido a que estos pacientes estan sometidos a diversos
procesos invasivos, a la utilizacion de distintos dispositivos médicos y su sistema inmune
se encuentra comprometido.

Segun el reporte del INS del mes de Junio del presente afio, se tienen porcentajes donde se
estima que aproximadamente el 30% de los pacientes hospitalizados en las UCI adultos
seguido de la UCI pediatrica y neonatal, desarrollan enfermedades nosocomiales, cuyas
enfermedades se ven relacionadas a infecciones del torrente sanguineo asociadas a
catéteres, seguido de neumonias asociadas a ventilador e infecciones sintomaticas del tracto
urinario, donde los principales agentes causales son bacterias Gram negativas, las cuales en
los dltimos afios han venido aumentando su resistencia a los antibidticos. En el afio 2011 se
reportaron porcentajes de resistencia superiores al 11,6% a carbapenémicos y superiores al
25,6% a cefalosporinas de tercera generacion, para el afio 2016 se tienen reportes en los
cuales bacterias como A. baumannii, P. aeruginosa, y E. coli presentan porcentajes de
resistencia del 39%, 31% y de 14,4% respectivamente frente a carbapenémicos (2) (5)

En consecuencia a lo anterior es importante encontrar nuevas rutas o alternativas para dar
solucion al problema de la resistencia microbiana a antibiéticos, por lo cual surge el
presente trabajo de investigacion que tiene como propdsito conocer el efecto de los
péptidos antimicrobianos LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL-37 sobre distintas
bacterias Gram negativas, donde se evaluara cdmo se ve afectado el crecimiento bacteriano
y la formacion de biopelicula, la cual estd asociada a la colonizacion de dispositivos
médicos Yy resistencia bacteriana, en cada una de las cepas a tratar; debido a que se conoce
que estos péptidos han generado inhibicion o disminucion del crecimiento y la formacion
de biopelicula en bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis, por lo cual se determinara si causan un efecto similar en las bacterias
seleccionadas para este trabajo de investigacion.
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De los resultados que se obtengan del presente trabajo se pondran brindar nuevas
alternativas para el sector clinico frente al tratamiento de infecciones bacterianas causadas
por bacterias Gram negativas, asimismo este trabajo de investigacion aporta un beneficio
para la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca debido a que se proporcionara
conocimiento que podra ser utilizado en futuras investigaciones afines con el tema tratado.
1.Antecedentes

La resistencia bacteriana es una problematica a nivel mundial que en los Gltimos afios ha
cobrado importancia debido a que el tratamiento de eleccion para las diversas infecciones
causadas por los diferentes géneros bacterianos es el uso de antimicrobianos y dado a la
variedad de mecanismos de resistencia intrinsecos o adquiridos que poseen estos
microorganismos han perdido la susceptibilidad a la gran mayoria de antibi6ticos como lo
reporta Ovalle M.V en Colombia mostrando que bacterias como E. coli presentan un
aumento en la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, y un promedio de
resistencia de 1,8 % a carbapenémicos. K. pneumoniae presentd un porcentaje de 37.5% de
resistencia cefalosporinas de tercera generacion y la resistencia a carbapenémicos aumentd
significativamente del 2012 al 2014; en P. aeruginosa se presentd un porcentaje de 32.4%
de resistencia a carbapenémicos. Estos resultados muestran el problema de resistencia
antimicrobiana que hay en el pais y la necesidad de implementar nuevas formas de
tratamiento que reemplacen a las tradicionales. (6)

Por esta razon, se han realizado estudios para determinar la funcionalidad y viabilidad del
uso de terapias alternativas donde encontramos los péptidos antimicrobianos a los cuales se
les ha atribuido diferentes actividades destacandose sus funciones bacteriostaticas,
bactericidas y la inhibicion en la formacion de biopelicula entre los cuales se encuentra el
péptido LL37 y algunos de sus derivados.

En consecuencia, a esto es importante tener la mayor informacion de como estan
constituidos cudl es su estructuracion, los mecanismos de accién que puedan tener y sus
efectos. Sochackia K, y col (2011), usaron el método de microscopia de fluorescencia para
identificar como es el proceso de ataque del péptido LL37 contra E. coli y como logra
detener el crecimiento bacteriano. En el estudio se demostro que el ataque del péptido a la
bacteria se puede dividir por fases, en la primera el péptido se une a la membrana externa,
esto se da debido a la carga positiva del péptido y la carga negativa del LPS en el exterior
de la membrana; en la segunda fase el péptido penetra la membrana externa lo que ocurre
por la formacion de poros, es importante mencionar que en esta fase el crecimiento celular
empieza a detenerse; posteriormente en la fase 3 el péptido LL37 ingresa al espacio
periplasmico de la bacteria, lo que genera que el crecimiento celular se detenga
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completamente. Esta investigacion se realizo con el fin de que los péptidos que se realicen
en un futuro tengan un mecanismo de accion similar al de este péptido para que sean igual
de tiles en la inhibicion del crecimiento bacteriano. (7)

Moffatt J, (2013) quisieron demostrar el efecto del péptido LL37 sobre Acinetobacter
baumannii, se probd su eficiencia en un cepa salvaje y en una cepa que tenia una
deficiencia en el lipopolisacarido y por tanto no podia sintetizarlo; los resultados mostraron
que a bajas concentraciones del péptido no habia efecto sobre las cepas tratadas, sin
embargo cuando se aumentaron las concentraciones del péptido a 1.25, 2.5, y 5uM se
observé una disminucion en la viabilidad celular, esta disminucion se vio mas marcada en
la cepa con la deficiencia en el LPS, lo cual es inusual debido que el péptido LL37 tiene
afinidad por el LPS, lo que demuestra que su presencia no es estrictamente necesaria para
que este péptido pueda generar un efecto inhibitorio en el crecimiento de la bacteria. (8)

Feng X , (2013) realizaron pruebas para evaluar el péptido LL-37 y tres de sus fragmentos
en aislamientos clinicos de A. baumannii donde se observd una mayor eficiencia a
concentraciones mas bajas del péptido LL-37 y del fragmento KS-30 en actividades
bactericidas (100%), respecto a los fragmentos KR-20 y KR-12, también se determind
actividades de inhibicion y dispersion de biopeliculas siendo positivas para el péptido y
sus tres fragmentos, donde el péptido LL-37 actu6 en concentraciones mas bajas que los
fragmentos KS-30, KR-20 y KR-12. (9)

La formacion de biopelicula es uno de los mecanismos mas utilizados por estos patégenos
para la persistencia y colonizacion de diferentes superficies debido a que le confiere a la
bacteria una mayor resistencia a los antibiéticos en comparacion a su estado plancténico y
se fomenta la expresion de diferentes proteinas de adhesion y moléculas de sefializacion, lo
cual en el ambito clinico es de gran importancia dado que la invasion a dispositivos
médicos y las fallas terapéuticas son las principales consecuencias de este factor de
virulencia y patogenicidad, por lo tanto el efecto antibiopelicula de estos péptidos es una de
sus actividades mas importantes por lo cual es necesario conocer sus efectos y capacidad
de inhibicion. Verhage, J y col (2008), determiné el efecto inhibitorio del péptido LL37
sobre la formacion de biopelicula de Pseudomonas aeruginosa, se observé que a
concentraciones bajas del péptido (0.5 m/g) se reducia hasta el 40% de la masa de la
biopelicula y en concentraciones mayores la masa se reducia hasta en un 80%. También se
determind que este péptido afecta dos sistemas principales del Quorum Sensing de P.
aeruginosa: los sistemas Las y Rhl, ocasionando que se genere una regulacién baja de
ciertos genes esenciales para este proceso de comunicacion de la bacteria (10)
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Hell E, y col (2010) se determiné el efecto inhibitorio del péptido LL37 sobre
Staphylococcus epidermidis, se evidencié que a todas las concentraciones a las que se
probo el péptido habia una inhibicion en la formacion de biopelicula. Se demostr6 que a
una concentracion de 1 mg 171 del péptido la masa de la biopelicula fue menor al 60%,
mientras que a una concentracion de 16 mg I7* el efecto de inhibicion de la biopelicula
alcanzaba un 85%. En este estudio también se investigd si el péptido LL37 inhibia el
crecimiento planctonico de la bacteria, sin embargo, no se observaron cambios
significativos comparando el control con los cultivos tratados. (11)

Scott N Dean y col (2011). se realizaron ensayos en los cuales se evalud las funciones anti-
biopelicula en S. aureus de los péptidos LL-37 ATRA-1, -2, -1A, NA-CATH, , junto con
el efecto de quiralidad del péptido LL-37 (D-L) por separado y en conjunto frente a las
actividades antimicrobianas y anti-biopelicula, donde se concluye que a concentraciones
menores respecto a los otros péptidos y en presencia de sal el péptido NA-CATH: ATRA1-
ATRAL inhibe la produccion de biopelicula y presenta baja citotoxicidad, y frente a la
evaluacion de los isomeros del péptido LL-37 se determind que por separado el ismero D
presenta una menor actividad con respecto al L y, que en conjunto no inhiben la formacion
de biopelicula, sin embargo los dos se ven asociados en intervenir con el crecimiento y se
presume que estan relacionados en la interaccion con las proteinas de adhesion de S.
aureus.(12)

Dean S, y col (2011), realizaron experimentos para determinar la capacidad del péptido
LL37 en su forma normal y de enantiomero (D-LL37) de inhibir el crecimiento y formacion
de biopelicula de Pseudomonas aeruginosa; asimismo se evalu6 el efecto del péptido NA-
CATH vy de sus variaciones (ATRA-1, ATRA-2, NA-CATH: ATRA1-ATRA1l). Los
resultados mostraron que el péptido LL37 en sus dos formas es efectivo tanto en la
inhibicién del crecimiento de P. aeruginosa como en la disminucion de biopelicula
preformada, asimismo disminuyen la expresion de los genes rhlA y rhiB, relacionados con
la formacion de biopelicula. En esta investigacion también se realiz6 un ensayo in vivo,
utilizando larvas de la polilla Galleria mellonella e infectandolas con P. aeruginosa para
observar el efecto protector de estos péptidos, de los cuales LL37 y D-LL37 demostraron
ser efectivos. El péptido NA-CATH y sus variantes no mostraron efecto en la inhibicion del
crecimiento y formacion de biopelicula, por otro lado, tampoco fueron eficientes para
controlar la infeccion del ensayo in vivo. (13)

Dosler, S, y Karaaslan, E. (2014), usaron péptidos antimicrobianos y antibioticos para
observar si estos podian inhibir o destruir la biopelicula producida por Pseudomonas
aeruginosa, se usaron los péptidos LL37, CAMA, melittin, defensin y magainin II; los
antibidticos usados fueron ceftazidima, tobramicina, ciprofloxacina, doripenem,
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piperacilina y colistina. Los resultados mostraron que 3 de los 6 antibidticos (tobramicina,
ciprofloxacina y colistina) fueron activos frente a la biopelicula de P. aeruginosa, mientras
que 2 de los de los 5 péptidos (LL 37 y CAMA) tuvieron actividad anti biopelicula. Sin
embargo, en el estudio aclaran que, aunque no todos los antibidticos y péptidos actuaron
contra la biopelicula formada, todos si tuvieron accion inhibitoria contra la biopelicula
preformada, lo que significa que todos los antibidticos y péptidos son aplicables ya sea en
la fase temprana de formacion de la biopelicula o cuando esta esté en su fase madura (14)

Shi P, Gao Y, Lu Z y Yang L (2014), demostrado el efecto anti-biopelicula del péptido, en
biopeliculas creadas de forma in vitro de A. baumannii, donde se establecié una CMI de 2.5
Kg / ml para causar dafios estructurales en la biopelicula y un dafio gradual a medida que se
aumentaba la concentracion del péptido (15)

Spencer JJ y col (2018) evallan el efecto del péptido LL-37 y WAM-1 en 7 aislamientos
clinicos de A. baumannii donde se determind accion inhibitoria en el crecimiento de
algunas cepas e inhibicion de la formacion de biopelicula en la totalidad de los aislamientos
por parte del péptido LL-37, sin embargo este no tuvo ningun efecto en biopeliculas ya
maduras en ninguna de las 7 muestras y las CMI para efecto antimicrobiano y anti-
biopelicula fueron considerablemente mas altos en comparacion con el péptido WAM-
1(16)

17



2. Marco Referencial
2.1 Generalidades

Los bacilos Gram negativos causan infecciones en los seres humanos, muchos de ellos
pueden encontrarse en aguas, suelos, flora intestinal de animales y humanos, entre otros.
(17) Dentro de este grupo de microorganismos se encuentran las Enterobacterias, en las
cuales se ha observado que su capacidad de diseminacién es mayor que la de los cocos
Gram positivos con una alta resistencia a los antibidticos, la cual estd dada principalmente
por: (18)

A Betalactamasas: tienen la capacidad de hidrolizar el antibidtico, especificamente
degradan el anillo betalactdmico y en bacterias Gram negativas esta determinada por la
produccidén de enzimas codificadas por genes propios o adquiridos. Las betalactamasas mas
importantes en la actualidad son las betalactamasas de espectro extendido (BLEES),
clasificadas de acuerdo al tipo de antibidtico sobre el cual actian, por ejemplo las
penicilinasas tienen efecto sobre las penicilinas y son betalactamasas clase A, las
betalactamasas tipo AmpC y las carbapenemasas. (19,20)

B. Alteracién de los transportadores de membrana de tipo porina:, se encuentra
muy asociado con los cambios de permeabilidad en la membrana bacteriana.(21), en la
familia Enterobacteriaceae las porinas son de gran tamafio, participan en el transporte de
carbapenémicos, por lo cual un mecanismo de resistencia es su cierre o disminucion de la
permeabilidad de la membrana externa, por consiguiente los antibi6ticos no pueden
ingresar al espacio periplasmatico y al citoplasma para cumplir su funcién, lo que puede
aumentar la resistencia bacteriana.(22,23)

C. Expresion de las bombas de expulsion: el uso de bombas de expulsién permite
que la bacteria transporte el antibiotico al exterior, por lo tanto funciona como un sistema
de eliminacién de los antibidticos, el cual puede expresarse de forma permanente o
intermitente. (20) (23)
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Asimismo, cada Enterobacteria cuenta con mecanismos de virulencia y patogenicidad
propios, que les confieren resistencia a los antibiticos y generan signos y sintomas
particulares. A continuacion, se detallan los factores de virulencia mas importantes de los
bacilos Gram negativos de mayor importancia clinica:

2.1.1E.coli

Se caracteriza por ser el microorganismo mas abundante del intestino grueso de los
humanos, actualmente, se ha convertido en un patégeno debido a que es uno de los
principales causantes de muerte por diarrea en el mundo. (24) La enfermedad diarreica
aguda (EDA) afecta principalmente a nifios menores de 5 afios, aunque también puede
afectar a adultos.

De acuerdo a los factores de virulencia y patogenicidad que presente E. coli, se pueden
clasificar en 7 distintos patotipos: E. coli enteropatégena (ECEP), E. coli enterotoxigénica
(ECET), E. coli enteroinvasora (ECEI), E. coli shigatoxigénica (ECST), E. coli
enteroagregativa (ECEA), E. coli adherente difusa (ECAD)5 y E. coli adherente invasora
(ECAI). (25)

° E. coli enteropatdgena se encuentra clasificada en cepas tipicas debido a la
presencia del plasmido factor de adherencia (EAF ), el cual genera una adhesion
localizada de manera tridimensional en la célula, involucrando las fimbrias o pili formador
de haces (BFP), lo que conlleva a una lesién denominada adherencia y eliminacion (A\E),
la cual ocasiona alteraciones en la region apical del enterocito, las microvellosidades y
citoesqueleto del intestino; paralelo a esto se da otro tipo de adherencia mediado por la
isla de patogenicidad LEE encargada de codificar el receptor de intimina translocado (
Tir) que sera colocado en los enterocitos para posteriormente reconocer la proteina intimina
producida por el patdgeno todo esto a partir del sistema de secrecion tipo 1ll.  (25,28)

° E.coli enterotoxigénica es la principal causa de la diarrea del viajero debido a que se
encuentra en aguas que no cumplen con las condiciones dptimas para la ingesta por el ser
humano. Este microorganismo presenta como mecanismos de patogenicidad los factores de
colonizacion o también denominados antigenos del factor de colonizacion los cuales son
fimbrias o pilis, y la produccion de dos toxinas la termolébil y la termoestable
responsables de la unién con el receptor del enterocito y la interaccion con los
monofosfatos ciclico de la célula blanco, los cuales estan involucrados en la regulacion de
canales idnicos , sefializacion en los enterocitos y secrecion de fluidos, lo que generaen el
individuo diarrea acompariada de una deshidratacion severa (29,31)

° E.coli enteroinvasiva responsable de ocasionar inflamacion, ulceraciones y
alteraciones en la mucosa del colon, debido a sus factores de patogenicidad los cuales se
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asemejan mucho a los del género bacteriano Shigella y se caracterizan por permitir la
invasion de las células epiteliales, inducir apoptosis en los macrofagos y la colonizacién de
células adyacentes sanas. Estos factores estn codificados por el plasmido pINV donde se
encuentran los genes que codifican a proteinas encargadas de la motilidad bacteriana,
degradacion de proteinas del huésped y modulacién de la respuesta inmune, entre otras.
(12) (32,33)

° E. coli shigatoxigenica o también conocida como enterohemorragica es un patogeno
zoonotico que afecta a los humanos, aves, equinos, porcinos, entre otros; la importancia
clinica de este microorganismo esta dada por provocar el sindrome hemolitico urémico y
citotoxicidad en las celulas del rifién (vero). Esta bacteria es capaz de producir toxinas
shiga (Stx) dividida en dos formas antigénicas donde la forma Stx2 y sus subtipos son las
responsables de causar SHU y la sintomatologia caracteristica de la infecciones que van
desde fiebre hasta diarrea sanguinolenta (12) (25),(34)

° E. coli enteroagregativa se caracteriza por generar una adherencia agregativa que se
asemeja a una agrupacién de ladrillos y expresar factores de virulencia que estan dados
por los genes aggR (factores de adherencia), EAST y ShET2, encargados de codificar
toxinas termoestables y Shiga respectivamente y el plasmido Pet que favorece la formacion
abundante de moco y abscesos en el intestino (35,36)

° E. coli adherente difusa puede presentarse como el agente etiologico de la diarrea
acuosa principalmente en nifios menores de 5 afios, esta bacteria causa lesiones y alterar las
microvellosidades del intestino, generar una acumulacion de actina y estimula la
produccién de IL8, debido a la presentacion de un patron de adhesion difusa y la expresion
de diferentes factores de virulencia como las adhesinas codificadas por el operén alfa.
(37,38)

° E. coli adherente invasora es un microorganismo asociado con diferentes
patologias inflamatorias intestinales destacAndose su participacién en la enfermedad de
Crohn alterando la mucosa del ileon, este patdgeno es capaz de sobrevivir a la fagocitosis
por parte de los macrofagos y replicarse dentro de estos (39,40).

En general los principales mecanismos de resistencia de este patdgeno estan dados por la
codificacion de betalactamasas, esta bacteria presenta de forma intrinseca en su cromosoma
el gen encargado de codificar enzimas betalactamasas de clase C (Amp C), pero debido a
la ausencia del gen promotor (ampR), la expresion de esta se da en cantidades muy bajas
generando asi sensibilidad a algunos betalactamicos, sin embargo con el pasar del tiempo se
ha descrito la presencia de Amp C obtenidas a traves de la transferencia de genes o
plasmidos por parte de otros géneros bacterianos confiriéndole resistencia a cefamicinas,
oximinocefalosporinas entre otros antibioticos (18) (41)
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2.1.2 Klebsiella pneumoniae

Es un microorganismo no mavil que puede desarrollar capsula, la cual le da la capacidad de
resistir la fagocitosis y ademas puede inhibir la activacion del complemento, en especial del
C3b y de acuerdo a sus determinantes antigénicos pueden encontrarse 77 serotipos
diferentes. Se encuentra principalmente en la zona nasofaringea, gastrointestinal y la piel
causando diferentes patologias como neumonia necrotizante y endoftalmitis enddgena entre
otras. (42). La mayoria de cepas de K. pneumoniae son resistentes a la ampicilina,
cefalosporinas y monobactamicos debido a la produccion de betalactamasas (BLEE), cabe
resaltar que las cepas productoras de BLEE también son resistentes a otros tipos de
antibidticos, aunque por diferentes mecanismos de bloqueo de actividad del antibiotico.
(43)

Entre las betalactamasas mas importantes de este patdgeno son las KPCs que presentan 12
variantes (KPC-2 a KPC-13), diferenciandose entre ellas por el cambio de 1 a 3
amino&cidos en su estructura, estas enzimas estan codificadas por el gen bla KPC el cual
puede ser movilizado entre distintos géneros y especies bacterianas por medio del
transposén Tn 4401, la accion de esta carbapenemasas se da a partir de su union con el
grupo hidroxilo de la serina generando un complejo acil-enzima el cual sera hidrolizado
por un OH- ,sin embargo este proceso puede ser inhibido por el &cido boroénico. Las
cepas KPC positivas aparte de generar multirresistencia, se les asocia la capacidad de
cambiar la permeabilidad de su membrana externa dificultando la entrada del antibi6tico.
(44,48).

2.1.3 Citrobacter freundii

Se puede encontrar en aguas, suelos e intestino de animales y humanos; este patdégeno
puede causar infecciones del tracto urinario, infeccion en higado, pulmones, meninges,
intestino, tejidos blandos, entre otros, ademas pueden presentarse casos de mal pronostico
de bacteriemias donde se presenta alteracion del estado mental, hipotermia, shock séptico,
hiperbilirrubinemia, trombocitopenia, etc.; por otro lado C. freundii se encuentra muy
asociado a las infecciones transmitidas por alimentos donde los principales factores de
virulencia involucrados son las toxinas termoestables y toxinas tipo Shiga (49).

Debido a la transferencia horizontal de genes C. freundii es capaz de sintetizar enzimas
betalactamasas de tipo BLEE, AmpC y KPC , lo que le confiere resistencia a diferentes
betalactamicos como a las cefalosporinas de cuarta generacion y carbapenémicos, también
se ha descrito la presencia de genes codificantes para los mecanismos de resistencia a
quinolonas (PMQR), destacandose la presencia de los genes gnr los cuales protegen la
ADN girasa y la topoisomerasa IV de la inhibicién de las quinolona y aac (6 ')- Ib-cr un
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aminoglucosido acetilteransferasa lo que lo hace menos susceptible a las fluoroquinolonas
y los aminoglucésidos (50,53).

2.1.4 Proteus

Presenta factores de virulencia cémo invasion a la célula del huésped y citotoxicidad,
ademas posee ureasas que generan una sobreproduccién de amoniaco ocasionando su
precipitacion y formando célculos en vejiga y rifion; también secreta una proteasa que
promueve la digestion de las inmunoglobulinas (54). Una caracteristica singular de este
patdgeno es la produccion de Swarming, fendmeno que puede observarse a simple vista en
las placas donde se cultive este microorganismo, Yy es debido a que las diferentes células se
organizan y se diferencian en células filamentosas, multinucleadas y altamente flageladas.

Asimismo Proteus spp., presenta resistencia a ciertos antibioticos como las polimixina,
tetraciclinas, cefuroxina, ampicilina entre otros, dado que naturalmente expresa
betalactamasas cromosdmicas de clase A, y debido a la transferencia horizontal de genes se
han descrito algunas cepas principalmente de P. vulgaris de origen humano y animal que
poseen genes de multirresistencia como el pgrA y el cfr este dltimo siendo de origen
estafilococica, lo que ha generado una alza en las concentraciones minimas inhibitorias en
algunas quinolonas, cefalosporinas y otra clase de betalactdmicos (55,58).

2.1.5 Salmonella

Es de amplia distribucion mundial, principalmente aislados de alimentos (59) y causante de
enfermedades gastrointestinales. La transmision de esta bacteria puede darse de persona a
persona, sin embargo, la mas frecuente es de consumo de alimentos contaminados. Esta
bacteria es un patdgeno intracelular el cual utiliza las células hospederas para poder ser
movilizada a diferentes érganos y evadir la fagocitosis, tiene mas de 2500 serotipos, siendo
agrupados Y clasificados por la presencia o ausencia y las variaciones de los antigenos O y
H. (60)

Sus principales factores de virulencia estan dados por los factores Sigma ss (RpoS), la
respuesta adaptativa de tolerancia al acido (ATR), lo que la ayuda a tolerar ambientes
hostiles y 12 islas de patogenicidad destacandose la SPI-1, SPI-2 y SPI-3 que codifica para
mecanismos de invasion, el sistema secrecion tipo 111, factores de transcripcion y median la
supervivencia intracelular en los macrofagos(61-63). La resistencia antimicrobiana de
Salmonella spp. se ha generado en gran parte por los antibioticos usados en los animales
como promotores del crecimiento, los cuales permanecen aun después de convertidos a
alimentos (63).
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2.1.6 Yersinia

Es un género de bacterias Gram negativas conformado por 17 especies, dentro de las cuales
Y. pestis, Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis pueden llegar a causar enfermedad en
humanos, poseen un plasmido que recibe un nombre diferente dependiendo de la especie
de Yersinia, el cual les permite evadir la fagocitosis y tomar control de los sistemas de
sefializacion de las ceélulas hospederas. Especies como Y. enterocolitica y Y.
pseudotuberculosis generan cuadros gastrointestinales, mientras que Y. pestis es la mas
conocida por haber causado tres pandemias a lo largo de la historia, al ser transmitida de las
pulgas al torrente sanguineo de los mamiferos pudiendo generar infeccion pulmonar o peste
bubdnica. (64)

La resistencia a antibioticos de este género esta relacionada con la ubicacion geogréfica y el
serotipo que se analice, sin embargo, en términos generales se ha observado una alta
resistencia a la ampicilina y a la cefalotina (del 85% al 95% de aislamientos clinicos y no
clinicos), asimismo se presenta resistencia a la amoxicilina con porcentajes mayores del
75%. A pesar de que la mayoria de cepas estudiadas muestran susceptibilidad a las
cefalosporinas de segunda y tercera generacion y a los aminoglucosidos, han sido
reportadas pocas excepciones que muestran resistencia a estos antibiéticos. (65)

2.1.7 Pseudomonas

Este patdgeno puede tolerar bajas concentraciones de oxigeno y crecer a temperatura de
37°C, sin embargo puede tolerar temperatura de 45-50°C. Causa infecciones nosocomiales
como bacteriemia, infecciones del tracto urinario y se aisla en pacientes quemados; cuando
la piel estd quemada se destruye la primera barrera de defensa que se tiene (piel y
microbiota normal ), siendo esto utilizado para la colonizacién en primera instancia por
bacterias Gram positivas seguidas de las Gram negativas, las cuales encontraran un
ambiente favorable para su desarrollo debido a la disminucion de proteinas e
inmunoglobulinas y a la falta de vascularizacion la cual es necesaria para el transporte de
antibidticos (66), también tiene la capacidad de crecer en dispositivos médicos y diferentes
superficies hospitalarias; debido a que afecta principalmente de individuos
inmunocomprometidos, la infeccion por este microorganismo es muy dificil de erradicar,
debido a que es altamente resistente a los antibioticos (67).

Las terapias convencionales para el tratamiento de las infecciones causadas por esta
bacteria se basan en el uso Unico o combinado de antibidticos, sin embargo, a lo largo de
los afios el tratamiento para esta bacteria se ha convertido en un reto debido a la
multirresistencia que ha alcanzado. P. aeruginosa es resistente a los aminoglucdésidos,
quinolonas y [-lactdmicos, la resistencia mediada por este microorganismo puede
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clasificarse en tres tipos: intrinseca, adquirida y adaptativa; la intrinseca usa bombas de
expulsion y enzimas inactivadoras de antibidticos, la resistencia adquirida se basa en la
transferencia horizontal de genes de resistencia y la adaptativa se relaciona con la
produccidn de biopelicula como barrera para evitar el paso de los antibiéticos. (68)

2.1.8 Acinetobacter

Es un microorganismo oportunista que puede permanecer por largos periodos de tiempo en
hospitales, afectando principalmente pacientes que se encuentran en estado critico, en este
género bacteriano se pueden encontrar mas de 32 genoespecies de las cuales A. baumannii,
A. pittii, A. nosomialis y A. calcoaceticus son indistinguibles fenotipicamente y
genéticamente se encuentran muy relacionadas, por esta razén a este grupo se les ha
denominado el complejo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus (ABC), cuya importancia
radica en que las especies involucradas son la principal causa de enfermedades
nosocomiales y expresan multiples mecanismos de resistencia, como lo es la produccion de
betalactamasas, las PMQR y las bombas de expulsion (69,71).

Su virulencia esta dada por su capacidad de adhesion que le permite colonizar e invadir
células epiteliales; la adhesion se logra gracias a la utilizacion de pilis y a la proteina de
membrana externa OmpA interacciona con la fibronectina, permitiendo que la bacteria se
adhiera a la célula y colonizarla, el polisacarido capsular K1 que retrasa la fagocitosis e
impide la activacion del complemento; un factor importante que favorece la resistencia de
este microorganismo son las vesiculas de membrana, que participan en la transmision
horizontal de genes de resistencia, ademas de servir como vehiculo para que otros factores
de virulencia ingresen a la células del huésped sin que haya un contacto estrecho entre la
bacteria y la célula. (72)

2.1.9 Burkholderia

Los microorganismos que hacen parte del complejo B. cepacia (conformado por 20
especies aproximadamente) (73), se puede encontrar en tierra 0 en zonas humedas como
regaderas, aguas dulces (charcas, lagos e incluso rios), lo que le confiere la capacidad de
desarrollarse en fuentes de agua y sobrevivir por largos periodos de tiempo. Esta bacteria es
oportunista y puede generar infecciones nosocomiales, afecta principalmente a pacientes
con enfermedades de base como fibrosis quistica y enfermedad granulomatosa crénica,
causando cuadros de neumonia, peritonitis, infeccion de las vias urinarias, entre otros (74).
Este patdgeno cuenta con diferentes factores de virulencia como lo es la produccion de
sideroforos lo que le confiere una capacidad de unién y adquisicion del hierro, aumentando
la severidad de las infeccidn; también es capaz de codificar el sistema de secrecion tipo 1V
el cual le ayudan a transferir distintos factores de resistencia y patogenicidad; y
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autoinductores para la formacion de biopelicula como la hemoserina lactona la cual esta
involucrada en el quorum sensing. (75, 76)

La resistencia antimicrobiana de este género esta dada por la presencia de betalactamasas
principalmente de clase AmpC, un lipopolisacarido que genera resistencia natural a la
polimixina y la expresion de bombas de flujo pertenecientes a la familia de division celular
de nodulacién de resistencia (RND) las cuales causa resistencia intrinseca a los
aminoglucoésidos y macrélidos, debido a esto, el tratamiento de eleccion para este patdgeno
son las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion(77).

Sin embargo, este microorganismo se utiliza en la industria agricola donde actia como
agente biorremediador, ya que tiene la capacidad de degradar sustancias como herbicidas y
pesticidas; también se ha observado que favorece el rendimiento de los cultivos y los
protege de dafios causados por hongos fitopatdgenos. (73)

A pesar de que cada una de las bacterias tratadas cuenta con factores de virulencia y
patogenicidad propios de su especie, también presentan factores comunes que contribuyen a
la resistencia a los antibidticos; uno de los factores mas importantes en la actualidad es la
formacion de biopelicula, de la cual se hablara a continuacion.

2.2. Biopelicula

La produccién de biopelicula contribuye a la resistencia bacteriana y esta relacionada con
los procesos de Quorum Sensing. El término biopelicula hace referencia a un conglomerado
de bacterias adheridas a una superficie inerte o viva (78), formando una matriz extracelular
(MEC) conformada por exopolisacaridos proteinas y acidos nucléicos principalmente, los
componentes de la matriz extracelular juegan un papel importante porque generan los
espacios intersticiales donde circulan los nutrientes, oxigeno y desechos que son necesarios
y secretados por las bacterias (79). De los componentes de la matriz extracelular el 97% es
agua, las proteinas representan mas del 2% del contenido y los polisacaridos, moléculas de
ADN y ARN representan menos del 2% y 1%respectivamente (80). Las biopeliculas
pueden estar adheridas a superficies bioticas o abidticas y estar conformadas por una sola
especie bacteriana o varias (81).

Aunque la formacion de biopelicula contribuye al aumento de la resistencia bacteriana,
también se ha reportado que pueden utilizarse en la degradacion de materia organica e
incluso se ha descrito que tienen la capacidad de purificar aguas residuales o agua
contaminada con petréleo. (81)

2.2.1 Etapas de formacion de la biopelicula

La formacion de biopeliculas comprende tres fases principales que son la adhesion, el

25



crecimiento y la separacion:
Adhesion

La fase de adhesion a su vez puede dividirse en adhesion reversible e irreversible; en la
primera las bacterias pueden desarrollar estructuras como fimbrias y fimbrillas que
permiten la union a una superficie, asimismo pueden expresar proteinas denominadas
adhesinas que contribuyen a este proceso de adhesion (78), factores como la temperatura y
la presion son importantes para que haya una buena adhesion, también en esta fase acttan
fuerzas fisicas como las fuerzas de Van der Waals, e interacciones estéricas y
electrostaticas. En la etapa de adhesion irreversible estan implicadas estructuras como las
fimbrias, flagelos o pilis que superan las fuerzas de repulsion entre la capa eléctrica doble
de la bacteria y la superficie, lo que permite que la bacteria se adhiera firmemente a la
superficie a colonizar (81).

Crecimiento y maduracion

En la fase de crecimiento las bacterias se unen irreversiblemente a la superficie, y se
multiplican generando un aumento de sustancias poliméricas extracelulares que tienen la
funcion de reforzar la adhesion celular (82), en esta fase la biopelicula comienza a crecer
desde una capa delgada hasta formar una estructura en forma de seta o torre, donde las
bacterias se organizan de acuerdo a su metabolismo y a su tolerancia aérea, por tanto las
bacterias anaerobias estardn en la parte mas profunda de la biopelicula evitando la
exposicion al oxigeno. Durante esta fase también se generan sefiales quimicas que permiten
la comunicacion entre bacterias, estas sefiales se conocen como autoinductores y facilitan el
proceso de Quorum sensing. (83)

Separacion o dispersion

La etapa de separacidon o dispersion pueden generarse por varios factores como la gran
cantidad de poblacién, la falta de nutrientes o la competencia entre las distintas especies
que conforman la biopelicula, y las bacterias que se separan pueden comenzar nuevas
biopeliculas en otras superficies (84).

2.2.2 Resistencia bacteriana mediada por biopelicula

Se han propuesto cuatro posibles hipotesis donde se detallan los mecanismos por los cuales
la produccion de biopelicula esta implicada en los mecanismos de resistencia bacteriana. La
primera hipotesis sugiere que la resistencia se da debido a que el antibiotico no puede
penetrar completamente a la biopelicula e incluso este puede ser degradado. La segunda
hipdtesis sugiere que las bacterias al estar en un espacio donde deben compartir oxigeno y
nutrientes, entran en un estado de lentificacion en el cual hay cese de division celular, lo
que conlleva a que no sean susceptibles a la actividad antimicrobiana del antibidtico. Por
otro lado, la tercera hipotesis sugiere cambios genéticos en las bacterias que conforman la
biopelicula, como la aparicion de genes especificos que potencien la resistencia bacteriana.
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La cuarta hipotesis plantea la formacion de esporas, que permite que una subpoblacion de
bacterias forme una biopelicula que sea resistente a antibioticos aun cuando este recién
formada. (79)

Teniendo una vision mas clara de los factores propios y comunes de las diferentes especies
de bacilos Gram negativos estudiados, hay que tener en cuenta también el proceso de
crecimiento bacteriano y las condiciones del medio que puedan afectar o favorecer este
proceso. Asimismo, es importante hacer una revision de la forma de medir el crecimiento
exponencial de las bacterias, el cual se realiza a través de curvas de crecimiento.

2.3 Curvas de crecimiento bacteriano

Las fases del crecimiento bacteriano se pueden clasificar en 4 fases que se encuentran
determinada por distintos factores como la temperatura, la composicion del medio, la
especie bacteriana, entre otros. Estas fases son: fase exponencial, fase estacionaria y fase de
muerte. (84)

Fase Lag: ocurre una adaptacioén donde el microorganismo reconocera el nuevo ambiente
al que serd sometido y se preparara para comenzar un nuevo ciclo celular.

Fase exponencial:  donde se inician los procesos metabdlicos los cuales se dan a partir
de la fermentacion, la cual es una reaccion de dxido-reduccion donde ocurre una oxidacion
parcial del carbono y la transferencia de electrones no necesita de un aporte exogeno, el
proceso de respiracion ya sea anaerobia o aerobia donde se encuentran tres vias: la via
Embden Meyerhof (glucolitica), la via de la pentosa fosfato y la via de Entner-Doudoroff,
en las cuales los sustratos son oxidados a CO, vy el aceptor final de electrones son
compuestos inorganicos 0 moléculas de oxigeno, esto con el fin de obtener la energia y los
nutrientes necesarios para su desarrollo y reproduccion, lo que genera un aumentando de
forma exponencial el nimero de células. En el caso de los generos Escherichia spp.,
Salmonella spp.y Proteus spp., su ruta metabdlica es la de los acidos mixtos en la cual se
fermentan las hexosas produciendo CO,, acido lactico, &cido acético y férmico, los
géneros y especies K. pneumoniae, Y. enterocolitica y Citrobacter spp. utilizan la via
butanodidlica donde a partir del piruvato se produce acetona para posteriormente
convertirse en 2,3-butanodiol, en el género Pseudomonas spp., debido a la ausencia de la
enzima fosfofructoquinasa, no se puede sintetizar la fructosa 1,6-difosfato (compuesto de
la via glucolitica) , lo que hace que esta bacteria tenga como ruta metabdlica la via de
Entner-Doudoroff en la cual a partir de un piruvato y la oxidacion del glicoraldehido-3-
fosfato se genera otra molécula de piruvato (85,86).
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Fase estacionaria: en esta fase el consumo de los nutrientes y su escasez causa una
competencia entre celulas, generando una activacion de mecanismos de supervivencia
como es la formacidn de esporas, pero a su vez se detiene el crecimiento celular. (87,88)

Fase de muerte: en esta fase se genera la muerte de los microorganismos a causa del
agotamiento de nutrientes y acumulacion de desechos. (87,88).

2.4 Péptidos antimicrobianos

Debido a los factores de virulencia anteriormente mencionados y al problema que
representan, ya que contribuyen a la resistencia bacteriana, se han ideado diferentes
tratamientos alternos al uso tradicional de antibidticos para contribuir a la eliminacion de
las bacterias o de la biopelicula, uno de estos es el uso de péptidos antimicrobianos (11).

Los peéptidos antimicrobianos (PAM), son moléculas evolutivamente conservadas que
pueden encontrarse en diferentes tipos de organismos, desde procariotas hasta seres
humanos, se clasifican de acuerdo a la composicion de sus aminoacidos (péptidos lineales,
ricos en cisteina o ricos en aminoacidos especificos) o de acuerdo a su estructura
secundaria, pueden tener una estructura a-hélice, contener un par de ldminas 3, una mezcla
de las dos estructuras (alfa y beta) o ninguno de estos dos tipos de estructuras (89). El
primer péptido antimicrobiano reportado fue la lisozima, identificada en moco nasal en
1922 por Alexander Fleming sin embargo, en 1928 Fleming descubrié la penicilina y con el
paso de los afios se descubrieron sus aplicaciones, con lo cual desde 1940 comenzo la “edad
de oro de los antibidticos” y por consiguiente el uso de péptidos antimicrobianos de origen
natural perdi6 interés. (90)

Posteriormente en 1960 comenz6 a observarse multirresistencia de las bacterias a los
antibioticos, por lo cual los PAM empezaron a considerarse como una nueva alternativa
para combatir las infecciones bacterianas (72). En 1980 comenzaron los primeros trabajos a
los PAM y se descubrieron las cecropinas, derivados de la hemolinfa de la polilla
Hyalophora cecropia; seguido a esto se logrd el aislamiento y caracterizacion de las
defensinas, obtenidas de las células granulociticas de mamiferos. Desde entonces han sido
numerosos los descubrimientos de distintos péptidos antimicrobianos, con
aproximadamente 2000 péptidos informados hasta el 2016 y una base de datos donde
pueden encontrarse. (91)

2.4.1 Peéptido LL-37
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El péptido LL-37 es el unico miembro de la familia de las catelicidinas de péptidos
antimicrobianos de defensa del huésped expresado en humanos derivado de la proteina
precursora hCAP-18, su gen codificante se encuentra en el cromosoma 3 y su estructura es
a helicoidal, teniendo 37 residuos de leu-leu en su N- terminal (92)con extremos
hidrofobicos e hidrofilicos, no hay presencia de cisteinas y esta clasificado entre los PAM
catidnicos, esto siendo dependiente de factores como el pH vy la fuerza idnica (93) (94) Es
producido por leucocitos, células del epitelio de la mucosa, entre otras, también es un
componente importante de las granulaciones de los neutrofilos; estd presente en las
secreciones de las mucosas, el sudor y en el plasma humano a niveles bajos. El péptido
LL37 actla sobre la membrana eliminando lipolisacaridos y &cidos lipoteicoicos (93)
generando la formacion de poros que llevan a la lisis del microorganismo, y ademés puede
actuar directamente sobre el DNA, al unirse a los grupos fosfato de éste por uniones
electrostaticas para posteriormente insertarse en la cadena de nucleotidos del DNA. (11)

A parte de las funciones antimicrobianas se le describe actividades inmunomoduladoras
como lo es la intervencion en la sefializacion de los macrofagos involucrados en la
quimiotaxis, la produccién de quimiocinas (citocinas que promueven la movilidad celular),
respuesta a los receptores TOLL, alargamiento la vida media de los neutrofilos ayudando a
eliminar la apoptosis y a su migracion a partir de la activacion del receptor de péptido de
formilo 1 los cuales reconocen péptidos de N-formilo producidos en los patégenos
favoreciendo su movilidad a los sitios de infeccion y a la fagocitosis(95), ademas aumenta
la produccion de histamina o B-hexosaminidasa a partir de inducir la de granulacion de los
mastocitos (92), como también disminuye la produccién del TNF-a cuando las células son
estimuladas por los diferentes antigenos de las bacterias (96,97) ,

El péptido LL37 ha demostrado que con pequefios cambios en su estructuracion sus efectos
pueden ser potencializados, por esta razén se han derivado péptidos de su estructura
original, observandose una mejora en sus actividades antimicrobianas en el enantiomero
D-LL37, el cual evidencia una alta resistencia a las proteasas, disminucién en la
citotoxicidad en las células humanas, mayor actividad inmunomoduladora estimulando la
produccién de IL 8 y la movilizacion de fibroblastos, regulacion negativa de genes y
estimulacion en la motilidad bacteriana, lo que inhibe su colonizacion en un espacio
determinado evitando asi la formacion de biopelicula (98,99).

Asimismo, pueden encontrarse otras variaciones o modificaciones realizadas para potenciar
el efecto del LL37, es el caso de dos de los péptidos tratados en este estudio (LL37-AC1ly
LL37-AC2), en los cuales se realizd un proceso de acetilacion, sin embargo estas no son las
unicas modificaciones que pueden realizarse; para potenciar el efecto antimicrobiano de un
péptido deben tenerse en cuenta factores como el aumento de carga neta, lo cual mejora su
afinidad y actividad contra las células bacterianas, ademas la hidrofobicidad de un péptido
es de suma importancia para gque este pueda insertarse de forma adecuada en la membrana
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celular de las bacterias, por lo cual debe encontrarse el rango de hidrofobicidad 6ptimo para
modificar un péptido. Por otra parte, es importante que los péptidos cumplan dos
condiciones: que sean activos contra el patdgeno a tratar y que tenga una baja toxicidad a la
dosis terapéutica a la que se administren. (107)

La sintesis de péptidos antimicrobianos se puede realizar en fase sélida, utilizando una
resina que es un soporte polimérico insoluble, la sintesis inicia cuando un primer
aminoacido se une a la resina por su extremo c-terminal y posteriormente comienza un
proceso de elongacion que permite que se vaya formando una cadena peptidica, a su vez se
utilizan distintas estrategias para proteger las cadenas laterales de los aminoacidos que se
acoplan a la cadena en formacion, una vez se haya completado la sintesis del péptido este
se separa del soporte y se eliminan los grupos protectores de la cadena lateral. (107, 108)

3. Materiales y métodos

Este trabajo de investigacion maneja variables de tipo cualitativo y cuantitativo,
independientes y dependientes. Para la realizacion de este trabajo de investigacion se
utilizaron cepas tipo ATCC (American Type Culture Collection) de bacilos Gram negativos
proporcionadas por el grupo CEPARIUM de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca, se utilizaron un total de 17 bacterias distribuidas de la siguiente forma: 2
cepas de E. coli (E. coli 18239 y E. coli nativa), Citrobacter freundii nativa, Proteus
vulgaris 6380, 2 cepas de Yersinia (Y. enterocolitica y Y. kristensenii), 3 cepas de
Pseudomonas (P. aeruginosa 9027, P. aeruginosa nativa y P. putida 31483), Burkholderia
cepacia 25608, 2 cepas de Salmonella (S. enterica serovar Typhimurium 14028 y S. typhi),
2 cepas de Acinetobacter (Acinetobacter sp. 49137 y Acinetobacter baumannii), 2 cepas de
Klebsiella (K. pneumoniae 1705 y K. pneumoniae 1706) y una cepa de control positivo
para formacion de biopelicula (Pseudomonas aeruginosa PAQ1). También se utilizaron 3
cepas aisladas de muestras a las cuales se les realiz6 hemocultivos, proporcionadas por la
Clinica oncoldgica de San Diego (CIOSAD). Estas cepas fueron: Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, E.coli. Por lo tanto, en total se utilizaron 20 cepas para la
realizacion de este trabajo de investigacion. En la tabla 1 se encuentran todas las bacterias
utilizadas para este estudio.

Bacteria Cepas

E. coli 18239
E. coli nativa
E. coli hemocultivo

Escherichia coli

Citrobacter freundii Citrobacter freundii nativa

Proteus vulgaris Proteus vulgaris 6380
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Yersinia Y. enterocolitica 23715
Y. kristensenii 33639

Pseudomonas P. aeruginosa 9027
P. aeruginosa nativa
P. putida 31483
P. aeruginosa hemocultivo
P. aeruginosa PAO1

Burkholderia cepacia Burkholderia cepacia 25608
Salmonella S. enterica serovar Typhimurium 14028
S. typhi
Acinetobacter Acinetobacter sp. 49137

Acinetobacter baumannii

Klebsiella pneumoniae K. pneumoniae 1705
K. pneumoniae 1706
K. pneumoniae hemocultivo

Tabla 1: cepas usadas en el estudio
3.1 Cultivo de las bacterias

Cada una de las cepas fue criopreservada por duplicado en caldo LB (Luria Bertani) con
10% de glicerol a una temperatura de -80°C, posteriormente para la realizacion de los
experimentos se tomé cada uno de los crioviales y se realiz6 siembra por agotamiento en
agar BHI (Brain heart infusion), y se incub0 por 24 horas a 37°C.

3.2 Escalas McFarland

Luego de las 24 horas de incubacion se realizaron escalas McFarland, realizando
suspensiones bacterianas de las unidades formadoras de colonia en 5mL de caldo BHI en
tubos Falcon de 15mL, se manejaron escalas MacFarland de 0.5 las cuales se confirmaron
midiendo la absorbancia de cada una de las suspensiones en el espectrofotometro Genesys
10S UV.VIS a una longitud de onda de 620 nm, donde debian obtenerse absorbancias en un
rango entre 0.08 a 0.1.

3.3 Reconstitucion de los péptidos

Para este trabajo de investigacion se utilizaron los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, D-
LL37, LL-37, y otros péptidos de origen desconocido, denominados 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11y
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12, los cuales fueron disefiados por el grupo REMA de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca y por la Universidad Nacional de Colombia. Los péptidos se encontraban
liofilizados, por lo cual se pes6 3 mg de cada uno para reconstruirlos en agua ultrapura, el
volumen de agua utilizado vario dependiendo el peso molecular de cada péptido asi:

Péptido LL37-AC1: 725uL de agua ultrapura.
Péptido LL37-AC2: 713uL de agua ultrapura.
Péptido D-LL37: 690uL de agua ultrapura.
Péptido LL37: 736uL de agua ultrapura.
Péptido 5: 1213 uL de agua ultrapura.
Péptido 6: 1.207,4 uL de agua ultrapura.
Péptido 7: 1.152,36 puL de agua ultrapura.
Péptido 8: 1.152,36 uL de agua ultrapura.
Péptido 9: 1.1349,96 pL de agua ultrapura.
Péptido 10: 1.1349,96 uL de agua ultrapura.
Péptido 11: 2.796 pL de agua ultrapura.
Péptido 12: 2.706,53 pL de agua ultrapura.
La concentracion final de cada uno de los péptidos fue de 1000uM.
3.4 Curvas de crecimiento

Para la elaboracion de las curvas de crecimiento se utilizaron placas de 99 pozos en cada
uno de los cuales se agregd un volumen final de 300uL, donde 270uL correspondieron a
péptido més medio BHI y los 30uL faltantes correspondieron a la suspension bacteriana.
Para cada uno de los péptidos se manejaron concentraciones finales de SuM, 2.5uM, 1.5uM
y 0.62uM, por lo tanto, la determinacion del volumen utilizado para completar los 270uL.
para cada una de las concentraciones se realizo asi:

Concentracion de SuM: 268.5uL. de medio LB y 1.5uL de péptido
Concentracion de 2.5uM: 269.25uLl de medio LB y 0.75uL de péptido

Concentracion de 1.5uM: 269.55uL de medio LB y 0.45uL de péptido
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Concentracion de 0.62uM: 269.81uL de medio LB y 0.19uL de péptido

Posteriormente se hizo el montaje de las placas, en el cual se realizé un ensayo por
triplicado de cada bacteria con cada péptido a cada concentracién, adicionalmente se
realiz6 el montaje de cada bacteria por triplicado sin la presencia de ningun péptido como
control del crecimiento bacteriano en el ensayo, igualmente se manejaron pozos donde solo
se agregd medio de cultivo (300uL), como blanco de la prueba.

Una vez terminado el montaje de las placas, estas se colocaron en el equipo BioScreen, el
cual mantuvo las placas en agitacion y leyo las absorbancias de cada uno de los pozos cada
hora por un periodo de 48 horas, pasado este tiempo se utilizaron los datos proporcionados
por el equipo para la determinacion del crecimiento bacteriano en presencia de cada
péptido.

3.5 Cristal violeta

El cristal violeta se utiliza para determinar si una bacteria es productora de biopelicula y
permite clasificarlas en no adherentes, débilmente adherentes o fuertemente adherentes.
Para la realizacion de este procedimiento se debe hacer un repique de cada una de las cepas
a estudiar y posteriormente una suspension bacteriana en caldo BHI a una escala
McFarland de 0.5.

Para este ensayo se utilizaron las cepas de las bacterias de mayor importancia clinica actual,
las cuales fueron: Escherichia coli nativa, Pseudomonas aeruginosa 9027, Klebsiella
pneumoniae 1705, Proteus vulgaris 6380 y Acinetobacter baumannii nativa.

En la realizacion de este procedimiento se utilizaron placas de 96 pozos, donde en cada
pozo se agregd una concentracion final de 200uL, 180uL de caldo BHI (suplementado con
glucosa al 1%) y 20uL de la suspension bacteriana; posteriormente se incuban las placas
por 24 horas, transcurrido este tiempo se descarta el contenido de las placas con un golpe
rapido y seco de la placa, el sedimento que haya quedado adherido a cada pozo es fijado
con 20uL de paraformaldehido al 4% por 10 minutos. Pasado este tiempo se vuelve a
descartar el contenido de la placa y se realizan tres lavados con agua destilada estéril;
posteriormente se adiciona a cada pozo 200uL de cristal violeta al 0.4% y se deja en
incubacion por 10 minutos, luego se descarta el contenido y nuevamente se realizan tres
lavados con agua destilada estéril para eliminar el exceso de colorante.

Luego de este procedimiento se deja secar la placa a temperatura ambiente de 10 a 15
minutos, posteriormente para la lectura de la placa se agrega 200uL de acido acético glacial
al 30%. La lectura se realiza en un lector de microelisa donde se utilizan dos longitudes de
onda: una de 492 nm para obtener la absorbancia de referencia, correspondiente a la
densidad éptica de cada pozo, y a 570 nm para obtener la absorbancia de la reaccion. El
equipo utiliza estas dos longitudes de onda y realiza la diferencia entre las absorbancias
obtenidas, lo que dar el valor real de adherencia en cada pozo.
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Para el control de calidad de los ensayos, se utiliz6 como control positivo (cepa formadora
de biopelicula) la cepa USA300 de Staphylococcus aureus, como control negativo (cepa no
formadora de biopelicula) Staphylococcus epidermidis 1228 y como control del medio se
utilizaron 3 pozos por placa donde se agregaron 200uL de caldo BHI.

3.6 Analisis estadistico

La base de datos de los resultados obtenidos se manejé en Excel. En el caso de las curvas
de crecimiento los datos se agruparon por cepa tratada con un mismo péptido a diferentes
concentraciones, esto para comparar la efectividad entre las concentraciones de cada
péptido; por cada concentracion se obtuvo un promedio de los tres pozos utilizados por
reaccion, posteriormente se calculd la desviacion estandar y el coeficiente de variacion para
asegurar la reproducibilidad de los resultados. Para cada reaccion el coeficiente de
variacion debia ser inferior de 0,1. Con los promedios se obtuvieron graficas que muestran
el comportamiento de cada cepa en presencia de un péptido a diferentes concentraciones,
comparado con el crecimiento normal de la bacteria en caldo BHI sin presencia del péptido.

Ademas, se utilizé el programa GraphPad Prism version 5.00. para comparar el efecto de
cada uno de los péptidos sobre cada cepa tratada, se realizd un analisis de varianza
unidireccional conocido en inglés como one-way analysis of variance (abreviado como
One-way ANOVA), el cual permitiéo observar diferencias en el efecto generado entre
péptidos, interpretado por valores de significancia los cuales pueden clasificarse asi:

No hay significancia (ns)
Hay significancia (de *, ** y ***)

Adicionalmente se realizé un analisis por hora, en el cual se comparé el comportamiento de
cada cepa tratada con un péptido a una concentracion especifica con el comportamiento de
la cepa sin tratamiento; este analisis también se realiz6 en el programa GraphPad Prism con
la herramienta Two way ANOVA, la cual permite comparar dos variables y determinar si
hay alguna interaccion o semejanza entre estas.

4. Resultados

4.1 Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se realizaron con el fin de comparar el crecimiento de las cepas
en estudio sin presencia de péptidos antimicrobianos, y en presencia de estos a diferentes
concentraciones, se evalud la capacidad de los péptidos para inhibir el crecimiento
bacteriano y para alargar la fase logaritmica de las curvas de crecimiento. Las 20 cepas en
estudio fueron tratadas con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37 y
posteriormente se seleccionaron 5 cepas que fueron tratadas con los péptidos 5, 6, 7, 8, 9,
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10, 11 y 12. Los resultados de las curvas de crecimiento se pueden observar en las graficas
del anexo 1.

4.1.1 Comparacion por genero bacteriano de las horas significativas de cada péptido
(LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37) a todas las concentraciones

Con la herramienta estadistica two- way ANOVA, se compar0 el crecimiento por hora de
cada cepa sin péptido y con todos los péptidos a las diferentes concentraciones utilizadas.
Se tomaron en cuenta los resultados que mostraran un valor de probabilidad menor de
0,001 (P<0.001), lo cual indica una significancia entre el crecimiento de la cepa sin
tratamiento y tratada a una concentracion especifica. Los resultados se agruparon por
concentracion para comparar la efectividad entre péptidos dentro de las 48 horas de
incubacion. También se compardé el efecto de los péptidos entre cada una de los géneros y
especies bacterianas en estudio, esto para determinar si hay una variabilidad en la actividad
bioldgica dependiendo de la cepa a tratar. En el anexo 2 se encuentra la tabla que agrupa las
significancias por hora entre las cepas tratadas con péptidos y las cepas sin tratamiento.

E. coli ATCC 18239y E. coli nativa

En la cepa ATTC se presenta rangos de inhibicion estadisticamente significativos con la
mayoria de los péptidos a todas las concentraciones desde la hora 1 y 2 hasta las 48 ,sin
embargo, el péptido LL37-ACL1 tiene rangos de tiempo significativamente variados (SV),
los cuales se pueden observar en la tabla del anexo 2.

En la cepa nativa los péptidos presenta rangos de inhibicion estadisticamente significativos
desde la hora 1 y 3 hasta la 48, exceptuando los péptidos que tienen rangos de tiempo

significativamente variados los cuales se pueden observar en la tabla del anexo 2.

En la figura 1 se muestra las horas donde hubo un crecimiento estadisticamente
significativo entre las cepas con y sin tratamiento con péptidos antimicrobianos.

35



LL37-AC1 LL37-AC2,LL37
LL37-AC2, D-LL37,LL37
LL37-AC2, D-LL37,LL37
LL37-AC2, D-LL37,LL37

LL37-AC2, LL37
LL37-AC2, LL37

LL37-AC1
LL37-AC1
|LL37-AC1

Horas significativas
LL37-ACL
LL37-AC2, D-LL37,LL37

| LL37-ACL)
LL37-ACL

2.5uM | 1.5uM | 0.62 pM

E.coliATCC 18239 E.colinativa

SV: significancia variada, NS: ninguna significancia
Figura 1. horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37)
a todas las concentraciones en las cepas E. coli ATCC 18239 y E. coli nativa

K. pneumoniae ATCC 1705y 1706

En la cepa ATTC 1705 se presenta rangos de inhibicion estadisticamente significativos con
la mayoria de los péptidos a todas las concentraciones desde la hora 2, 3 y 4 hasta las 48,
sin embargo, con algunas concentraciones se presentaron rangos de tiempo
significativamente variados (SV) con los 4 péptidos utilizados, estas significancias variadas
se encuentran detalladas en la tabla del anexo 2.

En la cepa ATCC 1706 los péptidos presentan rangos de inhibicién estadisticamente

significativos desde la hora 3 y 4 hasta la 48, exceptuando las concentraciones a las que los
péptidos generaron significancias variadas, las cuales se describen en el anexo 2.
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Figura 2. horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37) a todas las
concentraciones en las cepas K. pneumoniae ATCC 1705y 1706

C. freundi nativa

En esta cepa se presenta rangos de inhibicion estadisticamente significativos desde la hora
2 y 3 hasta las 48, sin embargo, algunos péptidos tiene rangos de tiempo significativamente
variados (SV) que son el péptido LL37-AC1 a la concentracion de 5y 2,5 uM vy los
péptidos LL37-AC2, D-LL37 y LL37 a la concentracion de 0.62 uM. (Anexo 2)
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Figura 3. horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37) a todas las
concentraciones en la cepa Citrobacter freundii nativa

P. vulgaris ATCC 6380
En esta cepa se presenta rangos de inhibicidn estadisticamente significativos desde la hora
3y 4 hasta las 48, sin embargo, los péptidos LL37-AC1y LL37-AC2 tiene rangos de

significancia variada a la concentracion de 0.62 Mm, la cual se describe en el anexo 2.

SV: significancia variada, NS: ninguna significancia

D-L137
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1
LL37-AC1, D-LL37, 1137
1D-L137, 1137
LL37-AEI,[L37-ACZ
D-LL37,LL37

~
o
i
~
=
=
=
o
<
=
=
s
=

S5uMm ! 2.5puM | 1.5 uM | 0.62 M

P. vulgaris ATCC 6380

Figura 4. horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37)
a todas las concentraciones en la cepa Proteus vulgaris ATCC 6380

S. entérica ATCC 14028y S. typhi

En la cepa ATTC 14028 se presenta rangos de inhibicion estadisticamente significativos
con la mayoria de los péptidos a todas las concentraciones desde la hora 2 hasta las 48 ,sin
embargo, algunos péptidos tiene rangos de tiempo significativamente variados (SV) como
el péptido LL37-AC1 a todas las concentraciones; el péptido LL37-AC2 a la
concentracion de 1.5uM y 0.62uM; el péptido D-LL37 a la concentracion de 1,5uM vy
0,65uM vy el péptido LL37 a la concentracion de 0,62uM, los rangos de tiempo donde se
generaron estas significancias se describen en el anexo 2.
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En la cepa S. typhi los péptidos presenta rangos de inhibicion estadisticamente
significativos desde la hora 3 y 4 hasta la 48, exceptuando los péptidos que tienen rangos
de tiempo significativamente variados como el LL37-AC1 a concentraciones de 2,5 uM,
1.5uM y 0.62uM; vy los péptidos D-1137, LL37-AC2 y LL37 a la concentracion de 0.62uM.
(anexo 2)
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SV: significancia variada, NS: ninguna significancia
Figura 5: horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37) a todas las
concentraciones en las cepas S. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 y S. typhi

Y. enterocolitica ATCC 23715y Y. kristensenii ATCC 33639

En la cepa ATTC 23715 se presenta rangos de inhibicion estadisticamente significativos
con la mayoria de los péptidos a todas las concentraciones desde la hora 2, 3 y 4 hasta las
48, sin embargo, el péptidos LL37-AC1 a la concentracion de 0,62uM no presenta ningdn
rango de inhibicion estadisticamente significativo (NS). (Anexo 2)

En la cepa ATCC 33639 los péptidos generaron rangos de inhibicion estadisticamente

significativos desde 3 hasta la 48, exceptuando el péptido LL37-AC1 que tienen rangos de
tiempo significativamente variados (SV) a todas las concentraciones. (Anexo 2)

39



|LL37-AC2, D-LL37
D-LL37,LL37

D-L137,1137

!

‘D137
LL37-AC2 |
1 i

LL37-AC2, LL37

2a48h -2

LL37-AC2, D-LL37,LL37
LL37-AC2, D-LL37,L137
LL37-AC2, D-LL37,L137
LL37-AC2, D-LL37,LL37

' |
LL37-AC2!

LL37-AC1 |
!

~
m
put}
=

3a48h -

LL37-ACL}

LL37-AC1|
i

4ad8h

LL37-AC1
LL37-AC1
LL37-AC1

LL37-AC1

SV --

Horas significativas

usz-act|

NS

S5um | 2.5uM | 1.5uM! 0.62 um

Y. enterocolitica ATCC 23715 Y. kristensenii ATCC 33639

w
SV: significancia variada, NS: ninguna significancia
Figura 6: horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37y LL37)
a todas las concentraciones en las cepas Y. enterocolitica ATCC 23715y Y. kristensenii ATCC 33639

SuM | 25pM | 1.5puM | 0.62 uM

P. aeruginosa ATCC 9027, P. aeruginosa nativa, PAO1 y P.putida ATCC 31483

En la cepa ATTC 9027 se presenta rangos de inhibicidn estadisticamente significativos con
la mayoria de los péptidos a todas las concentraciones desde la hora 2 hasta las 48, sin
embargo, con algunas concentraciones se generaron rangos de tiempo significativamente
variados (SV) como con el péptido LL37-AC1 a 5uM y a 0,62uM, el péptido LL37-AC2 a
concentracion de 1,5 uM y los péptidos D-LL37 y LL37 a las concentraciones de 1,5uM y
0,62uM. (Anexo 2)

En la cepa P. aeruginosa nativa los rangos de inhibicion estadisticamente significativos van
desde la hora 3 y 4 a la 48 exceptuando los péptidos que presentan SV que son el LL37-
AC1 a las concentraciones de 2,5 uM y 1,5 uM, el péptido LL37-AC2 a 5uM y a 0,62 uM
y el péptido D-LL37 a 0,62uM. (Anexo 2)

En la cepa PAO1 los rangos de inhibicion estadisticamente significativos van desde la hora
1,2, 3y 4 ala 48 exceptuando los péptidos que presentan SV que son el LL37-AC1 a 5uM,
2,5uM y 0,62uM; el péptido LL37-AC2 a 1,5uM; el péptido D-LL37 a 2,5 uM, 1,5 uM y
0,62 uM y el péptido LL37 a concentraciones de 5uM, 1,5 uM y 0,62 uM. (Anexo 2)

En la cepa ATCC 31483 los péptidos presenta rangos de inhibicion estadisticamente
significativos desde la hora 2 y 4 hasta la 48, exceptuando los péptidos que tienen rangos de
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0,62uM. (anexo 2).

SV: significancia variada, NS: ninguna significancia
Figura 7: horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37) a todas las
concentraciones en las cepas P. aeruginosa ATCC 9027, P. aeruginosa nativa, P. putida ATCC
31483, P. aeruginosa PAO1

Acinetobacter ATCC 49137 y A. baumannii nativa

En la cepa ATTC 49137 los péptidos presenta rangos de inhibicion estadisticamente
significativos desde 2 y 3 hasta la 48, exceptuando algunos péptidos que tienen rangos de
tiempo significativamente variados (SV) como el péptido LL37-ACL1 a la concentracion de
1.5uM, el péptido LL37-AC2 a la concentraciones de 2.5uM y 0,62uM, el péptido D-1137 a
1,5uM y 0.62uM y el péptido LL37 a 0,62uM. (Anexo 2)

En la cepa nativa los péptidos presenta rangos de inhibicién estadisticamente significativos
desde 2 y 3 hasta la 48, exceptuando algunos péptidos que tienen rangos de tiempos
significativamente variados (SV) que son el péptidos LL37-ACl a 2,5 uM y 0,62 uM vy el
péptido D-LL37 a 0,62 uM. (Anexo 2)
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Figura 8. horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37)
a todas las concentraciones en las cepas Acinetobacter sp. ATCC 49137 y Acinetobacter baumannii nativo

B. cepacia ATCC 25608

En esta cepa se presenta rangos de inhibicion estadisticamente significativos desde la hora
3y 4 hasta las 48, sin embargo, El péptidos LL37-AC1l tiene rangos de tiempo
significativamente variadosa 1.5 uyM y a 0.62 uM. (Anexo 2)
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Figura 9: horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37) a todas las
concentraciones en la cepa Burkholderia cepacia ATCC 25608

Teniendo en cuenta estos resultados, se pueden obtener los porcentajes de las cepas en las
cuales se presentd una diferencia en el crecimiento estadisticamente significativa, en las
fases lag y logaritmica. Estos porcentajes se muestran en la tabla 2.

Porcentajes de disminucidn en el crecimiento de cepas ATCC en fase lag y
logaritmica
LL37-AC1 LL37-AC2 D-LL37 LL37
5uM 94% 100% 100% 100%
2.5uM 82,3% 100% 100% 100%
1.5uM 76,4% 100% 100% 100%
0.62uM 58,8% 88,2% 94% 100%

Tabla 2. Porcentajes de disminucion en el crecimiento en cepas ATCC en las fases lag y logaritmica
de crecimiento bacteriano con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37.

Segun los resultados de la tabla 2, el péptido LL37-AC1 mostré un decrecimiento en el
porcentaje de cepas en las cuales se presentd una disminucién en el crecimiento en la fase
lag y logaritmica a medida que las concentraciones del péptido eran mas bajas, por otro
lado los péptidos LL37-AC2 y DLL37 mostraron un efecto en el 100% de las cepas a todas
las concentraciones, a excepcion de la concentracion de 0.62uM donde mostraron
porcentajes de 88,2% y 94% respectivamente; por su parte el péptido LL37 mostré un
efecto en el 100% de las cepas a todas las concentraciones utilizadas.

Cepas clinicas

K. pneumoniae hemocultivo, P. aeruginosa hemocultivo, E. coli hemocultivo

En la figura 10 se muestra el analisis por hora de las cepas clinicas tratadas en este estudio.
Por otra parte en la tabla 3 se muestran los porcentajes de las cepas en las cuales se presentd

una diferencia en el crecimiento estadisticamente significativa, en las fases lag y
logaritmica.
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Figura 10: horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37)
a todas las concentraciones en las cepas clinicas P. aeruginosa hemocultivo, E. coli

hemocultivo, K. pneumoniae hemocultivo.

Los resultados de la tabla 3 muestran que los péptidos LL37-AC1 y LL37-AC2 no
generaron efecto en ninguna de las cepas a 1.5uM y 0.62uM, por otro lado el péptido
DLL37 tampoco caus6 una diferencia significativa en las fases lag y logaritmica de las
cepas a concentraciones de 2.5uM y 1.5uM; mientras que el péptido LL37 no causo efecto
a la concentracion de 0.62uM.

Porcentajes de disminucién en el crecimiento en cepas clinicas en las fases lag y

logaritmica
LL37-AC1 LL37-AC2 D-LL37 LL37
5uM 100% 66,6% 100% 66,6%
2.5pM 66,6% 100% 0% 66,6%
1.5pM 0% 0% 0% 33,3%
0.62uM 0% 0% 33,3% 0%

Tabla 3. Porcentajes de disminucion en el crecimiento en cepas clinicas en las fases lag y
logaritmica de crecimiento bacteriano con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37y LL37

Péptidos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11y 12

E. coli nativa
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En esta cepa se presenta rangos de tiempo significativos variados con los péptidos 7y 8,9y
10 a diferentes concentraciones, en el anexo 3 se detallan los rangos de significancia
obtenidos con cada péptido.

SV: significancia variada, NS: ninguna significancia
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Figura 11. horas significativas de cada péptido (5,6,7,8,9,10,11,12) a todas las
concentraciones en la cepa E. coli nativa

P. aeruginosa ATCC 9027
En esta cepa se presenta rangos de tiempo significativos variados con los péptidos 5, 6, 8,

9, 10, 11 y 12 a diferentes concentraciones, en el anexo 3 se detallan los rangos de
significancia obtenidos con cada péptido.
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SV: significancia variada, NS: ninguna significancia
Figura 12. horas significativas de cada péptido (5,6,7,8,9,10,11,12) a todas las
concentraciones en la cepa P. aeruginosa ATCC 9027

A. baumannii nativa
En esta cepa se presenta rangos de tiempo estadisticamente significativos variados con

todos los péptidos a diferentes concentraciones, en el anexo 3 se pueden consultar los
rangos de tiempo de obtenidos con cada cepa.
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SV: significancia variada, NS: ninguna significancia
Figura 13. horas significativas de cada péptido (5,6,7,8,9,10,11,12) a todas las concentraciones en la cepa
Acinetobacter baumannii nativa

K. pneumoniae ATCC 1705

En esta cepa se presenta rangos de tiempo significativos variados con los péptidos 5 6, 8,
9,10 y 11 a diferentes concentraciones, en el anexo 3 se pueden consultar los rangos de
tiempo de obtenidos con cada cepa.
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concentraciones en la cepa K. pneumoniae ATCC 1705
P. vulgaris ATCC 6380

En esta cepa se presenta rangos de tiempo significativos variados con los péptidos 6, 7, 8, 9
10,11 y 12 a diferentes concentraciones, en el anexo 3 se pueden consultar los rangos de
tiempo de obtenidos con cada cepa.
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Figura 15. horas significativas de cada peptido (5,6,7,8,9,10,11,12) a todas las
concentraciones en la cepa Proteus vulgaris ATCC 6380

Los resultados de la tabla 4 muestran que los péptidos 5 y 6 no tuvieron ningln efecto en
las fases lag y logaritmica de las cepas tratadas, mientras que el péptido 6 y el 12 solo
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generaron una significancia en estas fases en una de las cepas (20%), por otro lado con los
péptidos 8, 9 y 10 se observo que hasta en el 60% de las bacterias hubo un efecto sobre las
fases analizadas; el péptido 7 por su parte genero una significancia hasta en el 40% de las

cepas.

Pep.5 Pep.6 Pep.7
5uM 0% 20% 40%
2.5uM 0% 20% 40%
1.5pM 0% 20% 20%
0.62puM 0% 20% 0%

Pep.

8

60%
20%
20%

0%

Pep. 9

40%
20%
0%
0%

Pep.10 Pep.11 Pep.12
60%
20%
20%
20%

0% 20%
0% 20%
0% 20%
0% 20%

Tabla 3. Porcentajes de disminucion en el crecimiento en cepas clinicas en las fases lag y
logaritmica de crecimiento bacteriano con los péptidos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y12.

4.1.3 Alargamiento de la fase lag

Péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37y LL37

El péptido LL37-AC1 mostro que a una concentracion de 5uM en el 60% de las cepas
tratadas hubo un alargamiento de la fase lag con respecto al control de cada cepa sembrado
sin péptido, mientras que con el péptido LL37-AC2 el alargamiento de esta fase se dio en
un mayor porcentaje (70%) a una concentracion de 1.5uM. Por su parte el péptido D-LL37
mostré el mayor porcentaje de alargamiento de la fase lag (80%) a una concentracion de
1.5uM, mientras que con el péptido LL37 a 0.62uM el 90% de las cepas mostraron un
alargamiento en la fase lag de crecimiento. Los resultados de todos los péptidos a todas las
concentraciones se muestran en la figura 16.

Alargamiento de la fase lag

100%

60%
40% 30%30% 20%
20%

0%
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D-LL37
LL37
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50%50%

90%
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Figura 16 Porcentaje de cepas que presentaron un alargamiento de la fase lag con los
péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 atodas las concentraciones utilizadas
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Péptidos 5, 6, 7, 8,9, 10, 11y 12

Para determinar el efecto de estos péptidos se seleccionaron 5 cepas las cuales fueron: A.
baumannii, E. coli nativa, P. aeruginosa 9027, P. vulgaris 6380 y K. pneumoniae 1705.
Con los péptidos 5y 11 no se alargo la fase lag en ninguna de las cepas, mientras que con
los péptidos 7 y 8 se presentd un comportamiento similar al presentar alargamiento de la
fase a 5SpuM y 2.5uM en 3 de las 5 cepas tratadas (60%); por otra parte los péptidos 6 y 12
mostraron un alargamiento de la fase solo en 1 de las cepas (20%) a SuM en el péptido 6 y
en el péptido 12 a todas las concentraciones. El péptido 10 mostr6 alargamiento en el 40%
de las cepas a SuM y en el 20% en las demds concentraciones. Los resultados se muestran
en la figura 17.

Alargamiento de la fase lag
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Figura 17 Porcentaje de cepas que presentaron un alargamiento de la fase lag con los
péptidos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 a todas las concentraciones utilizadas.

4.1.4 Inhibicion del crecimiento

Con este estudio también se pudo evaluar el efecto inhibitorio de los péptidos
antimicrobianos sobre las cepas seleccionadas, dependiendo de la concentracion de los
péptidos se pudo observar inhibicion completa de las bacterias (sin crecimiento a lo largo
de las 48 horas) e inhibicion parcial (crecimiento disminuido comparado con el crecimiento
sin péptido).

Inhibicion completa del crecimiento con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37
y LL37
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De los 4 peéptidos estudiados se obtuvieron curvas de crecimiento donde en algunas cepas
hubo inhibicion completa del crecimiento bacteriano. El péptido LL37-ACl a la
concentracion de SuM inhibié el crecimiento completo de 4 cepas (20%), el péptido LL37-
AC?2 generd inhibicion completa en el 55% y 25% de las cepas a concentraciones de SuM y
2.5uM respectivamente, mientras que con los péptidos D-LL37 y LL37 a concentraciones
de 5uM, 2.5uM y 1.5uM hubo inhibicion completa del crecimiento de varias cepas
bacterianas. Por otra parte, se observo que a la concentracion de 0.62uM ningin péptido
causo la inhibicion completa del crecimiento de las bacterias en estudio. En la figura 18 se
encuentran los porcentajes de inhibicién del crecimiento con cada uno de los péptidos
utilizados.

Inhibicion completa del crecimiento bacteriano
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60% 55% 55% 55%
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20% 14% 10%
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Figural8: Porcentajes de inhibicion completa del crecimiento bacteriano con los péptidos
LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37.

Inhibicion completa del crecimiento con los péptidos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11y 12

Con ninguno de estos péptidos no se observo inhibicion completa del crecimiento de las
cepas utilizadas

4.1.5 Comparacion de las curvas de crecimiento por péptido

A continuacién, se muestran las curvas de crecimiento obtenidas en el estudio organizadas
de acuerdo a la concentracion del péptido utilizado, también se observa el crecimiento
normal de cada una de las cepas sin tratamiento por 48 horas de incubacion.
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Péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37y LL37
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P.putida ATCC 31483 5uM
2.0

1.54
1.0

0.51

Densidad 6ptica (600nm)

0.0+

0 20 40
Tiempo (horas)

P. putida ATCC 31483 1.5uM
2.04

1.59
1.0

0.51

Densidad 6ptica (600nm)

0.0

60

0 20 40
Tiempo (horas)

60

bttt

bttt

AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Densidad 6ptica (600nm)

Densidad 6ptica (600nm)

P.putida ATCC 31483 2.5uM

2,01
1.54
1.04
0.54
PRI entatd
0.0 - T
20 40

2.0q

1.54

1.04

0.51

0.0

Tiempo (horas)

P. putida ATCC 31483 0.62uM

2 40
Tiempo (horas)

d
60

60

bt

Figura 19. curva de crecimiento de P. putida ATCC 31483 con los péptidos
LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion

P. aeruginosa ATCC 9027
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P. aeruginosa ATCC 9027 5uM

. 20"
£
o
]
3 1.59
©
Lo
S 1.0
o
3
S 0.51
2]
c
a
0.0+ T T d
0 20 40 60
Tiempo (horas)
P.aeruginosa ATCC 9027 1.5uM
20"
£
jo
S
153 1.54
©
L
5 1.04
o
©
(]
O 0.5
12
<
A
0.0 T T

o

20 40
Tiempo (horas)

60

AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

bttt

AC1
— AC2
—-— D
—— LL37
—— SIN PEPTIDO

Densidad 6ptica (600nm)

Densidad 6ptica (600nm)

P. aeruginosa ATCC 9027 2.5uM

2.0
— AC1
- AC2
1.54 — D
—— LL37
104 —— SINPEPTIDO
0.5
0.0 - r \
0 20 40 60
Tiempo (horas)
P.aeruginosa ATCC 9027 0.62uM
2.01
AC1
s — AC2
5 -0
— LL37
104 — SINPEPTIDO
0.5+
0.0

T T
0 20 40
Tiempo (horas)

d
60

Figura 20 curva de crecimiento de P. aeruginosa ATCC 9027 con los péptidos LL37-AC1,
LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 21 curva de crecimiento de P. aeruginosa nativa con los péptidos LL37-AC1, LL37-
AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 22. curva de crecimiento de PAO1 con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37
y LL37 organizado por concentracion

B. cepacia nativa
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Figura 23. curva de crecimiento de B. cepacia nativa con los péptidos LL37-AC1, LL37-
AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 24. curva de crecimiento de A. baumannii nativa con los péptidos LL37-AC1,
LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 25. curva de crecimiento de Acinetobacter ATCC 49137 con los péptidos LL37-
AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion

E. coli nativa
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Figura 26. curva de crecimiento de E. coli nativa con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2,
DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 27. curva de crecimiento de E. coli ATCC 18239 con los péptidos LL37-ACl,
LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 28. Curva de crecimiento de Y. kristensenii ATCC 33639 con los péptidos LL37-
AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Y. enterocolitica ATCC 23715
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Figura 29. Curva de crecimiento de Y. enterocolitica ATCC 23715 con los péptidos LL37-
AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 30. curva de crecimiento de K. pneumoniae ATCC 1706 con los péptidos LL37-
AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 31. curva de crecimiento de K. pneumoniae ATCC 1705 con los péptidos LL37-
AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion

S. typhi nativa
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Figura 32. curva de crecimiento de S. typhi nativa con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2,
DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 33. curva de crecimiento de S. entérica ATCC 14028 con los péptidos LL37-AC1,
LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 34. curva de crecimiento de P. vulgaris ATCC 6380 con los péptidos LL37-AC1,
LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion

C. freundii nativa
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Figura 35. Curva de crecimiento de C. freundii nativa con los péptidos LL37-AC1, LL37-
AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 36. curva de crecimiento de P. aeruginosa hemocultivo con los péptidos LL37-ACl1,
LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 37. Curva de crecimiento de E. coli hemocultivo con los péptidos LL37-AC1, LL37-
AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion

Klebsiella hemocultivo
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Figura 38. Curva de crecimiento de Klebsiella hemocultivo con los péptidos LL37-ACL,
LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentracion
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Figura 39. curva de crecimiento de con E. coli nativa los péptidos 5, 6, 7, 8, 9,10, 11y 12

organizado por concentracion

K. pneumoniae ATCC 1705
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Figura 40. curva de crecimiento de K. pneumoniae ATCC 1705 con los péptidos 5, 6, 7, 8,
9,10, 11 y 12 organizado por concentracion

P. aeruginosa ATCC 9027
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Figura 41. curva de crecimiento de P. aeruginosa ATCC 9027 con los péptidos 5, 6, 7, 8,
9,10, 11 y 12 organizado por concentracion
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Figura 42. Curva de crecimiento de A.baumannii nativa con los péptidos 5, 6, 7, 8, 9,10, 11
y 12 organizado por concentracion
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Figura 43. curva de crecimiento de P. vulgaris ATCC 6380 con los péptidos 5, 6, 7, 8, 9,10,
11y 12 organizado por concentracion

4.2 Cristal violeta
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Con los ensayos con cristal violeta pudo determinarse si las cepas seleccionadas son
productoras de biopelicula y si esta es debil o fuertemente adherente. En la tabla 2 se
establecen los rangos para determinar si hubo o no formacion de biopelicula y de qué tipo.

Tipo de biopelicula Rango
No adherente 0,12
Débilmente adherente 0,120-0,240

Fuertemente adherente >0,240

Tabla 4: rangos para determinar la formacion de biopelicula

El primer ensayo de cristal violeta se realizd con el fin de determinar qué cepas eran
productoras de biopelicula, para posteriormente realizar ensayos en presencia de los
péptidos que mostraron mayor efectividad en la inhibicion del crecimiento bacteriano, y
determinar si estos causaban algun efecto en la produccion de biopelicula. En la tabla 3 se
encuentran los resultados de la produccion de biopelicula de cada una de las cepas
seleccionadas a las 24 horas de incubacion. Asimismo en la figura 44 se observa los
resultados de la placa del montaje de las cepas ATCC.
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Figura 44. Placa de cristal violeta para las cepas ATCC estudiadas

Formacion de biopelicula a las 24 horas de incubacion

Cepa Promedio de los pozos por Tipo de biopelicula
triplicado
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K. pneumoniae 1705 0,238 Débilmente adherente.
A. baumannii 0,449 Fuertemente adherente.
E. coli nativa 0,179 Débilmente adherente.
P. vulgaris 6380 0,115 No adherente.
P. aeruginosa 9027 2,861 Fuertemente adherente.
E. coli hemocultivo 0,188 Débilmente adherente.
Klebsiella hemocultivo 0,184 Débilmente adherente.
Pseudomonas hemocultivo 2,895 Fuertemente adherente.

Tabla 5: resultados de la produccién de biopelicula a las 24 horas de incubacién.

De las 8 cepas seleccionadas 7 fueron adherentes (87,5%), de las cuales 4, es decir el 62,5%
formaron biopeliculas débilmente adherentes y solo 3 de las cepas (37,5%) formaron
biopeliculas fuertemente adherentes. P. vulgaris 6380 fue la Gnica de las cepas que no
formo biopelicula. En la figura 45 se puede apreciar graficamente el porcentaje de cepas

productoras y no productoras de biopelicula.
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Figura 45. Porcentajes de la formacion de biopelicula por el método de Cristal violeta.

5. Discusién

Los péptidos antimicrobianos han surgido como una terapia alternativa, en respuesta al
problema de resistencia bacteriana, sus capacidades de inhibir el crecimiento y la formacion
de biopelicula son una de sus principales actividades y debido a la gran cantidad de
péptidos, los mecanismos de accion y los efectos sobre los microrganismos, pueden variar
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dependiendo de las condiciones del medio, su estructuracién, isomeria espacial, carga
ionica y células blanco, ya que sin importar que una bacteria pertenezca a la misma familia
0 genero, las alteraciones en su cinética bacteriana pueden ser muy diferentes.

Al realizar un analisis por hora de las cepas utilizadas en este estudio, se puede observar
con mayor claridad el efecto que tuvieron los péptidos antimicrobianos a lo largo de las 48
horas de crecimiento; se conoce que en términos generales los péptidos LL37-AC1, LL37-
AC2, DLL37 y LL37 tienen un efecto inhibitorio sobre las bacterias ATCC de este estudio,
sin embargo con el programa Graphpad prism 5 se pudo realizar un estudio estadistico
conocido como Two way ANOVA, con el cual se realizé un analisis por hora para observar
el comportamiento de cada péptido sobre cada cepa. Este analisis permitié observar la
significancia que hubo en el crecimiento de las cepas sin tratamiento con péptidos, y estas
mismas cepas tratadas con los péptidos de esta investigacion a diferentes concentraciones.

Si se compara el crecimiento de las cepas con y sin tratamiento, se observa que los péptidos
tienen un efecto inhibitorio en el crecimiento de la bacteria o disminucion del crecimiento
de los microorganismos cuando se compara con el crecimiento de las cepas sin ser tratadas;
en numerosos estudios se ha comprobado la efectividad del péptido LL37 como inhibidor
del crecimiento en bacterias Gram positivas y Gram negativas, es el caso de la
investigacion de Pooshang y colaboradores en la cual se evalud el efecto del LL37 y
algunos de sus derivados en cepas ATCC de Escherichia coliy Staphylococcus aureus,
donde se observo que con el LL37 en su forma nativa presentaba inhibicion del crecimiento
bacteriano, sin embargo sus derivados causaban un efecto inhibitorio mayor frente a estas
dos cepas (100) En este trabajo de investigacion se evidencié que en algunas bacterias
como por ejemplo Y. kristensenii 33639 los péptidos LL37-AC2 y DLL37 eran mas
eficientes en la inhibicién o disminucion del crecimiento microbiano.

Como es sabido los antibioticos acttan en la fase logaritmica del crecimiento bacteriano,
por lo cual se analiz6 en qué etapa los péptidos en estudio tenian un efecto sobre las
bacterias. Se evidencid que su efecto se da en la fase lag y la fase logaritmica, y que en
estas etapas el péptido LL37 genera una diferencia significativa entre el crecimiento de la
bacterias con y sin tratamiento en el 100% de las cepas con todas las concentraciones
utilizadas, demostrando que es el mas efectivo de los 4 péptidos evaluados, por su parte los
péptidos LL37-AC2 y DLL37, actdan inhibiendo o disminuyendo el crecimiento del 100%
de los microorganismos a todas las concentraciones, a excepcion de la concentracion de
0.62uM donde disminuye el nimero de cepas en las que se ve un efecto sobre las dos fases
de crecimiento mencionadas anteriormente, sin embargo los resultados con estos péptidos
son satisfactorios. Por ultimo el péptido LL37-AC1 también demostré tener actividad
bioldgica sobre las cepas utilizadas, no obstante se determin6 que a medida que disminuia
la concentracion del péptido, igualmente decrecia el porcentaje de bacterias afectadas por el
tratamiento. Esto demuestra que los péptidos LL37-AC2, DLL37 y LL37 tienen mas
estabilidad en el efecto que generan sobre las bacterias en todas las concentraciones en
estudio.
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Por otro lado con las cepas clinicas utilizadas en este estudio todos los péptidos utilizados
(LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37), mostraron disminucion en el crecimiento de las
cepas a una concentracion de 5uM, con las demas concentraciones se observaron resultados
variables, sin embargo se resalta que a una concentracion de 2.5uM el péptido DLL37 es el
unico que no muestra un efecto en el crecimiento de las cepas tratadas, por otro lado el
péptido LL37 fue el Unico que mostrd una actividad bioldgica significativa a una
concentracion de 1.5uM, asimismo el péptido DLL37 es el Unico que tiene un efecto
significativo a una concentracion de 0.62uM.

Al comparar los rangos de tiempo significativamente estadisticos entre las cepas ATCC y
las cepas clinicas se puede apreciar claramente la diferencia entre el efecto causado por
estos péptidos en cepas ATCC, donde los rangos de significancia van hasta las 48 horas de
crecimiento mientras que en las cepas clinicas las significancias obtenidas se registran
solamente en las primeras horas de incubacion, lo cual indica que estas cepas son mas
resistentes y poseen factores de virulencia adquiridos que les permiten resistir de una mejor
forma el efecto inhibitorio de los péptidos en estudio, sin embargo esto no indica que estos
péptidos no hayan generado una disminucion o efecto en el crecimiento de las cepas
clinicas, ya que a la concentracion de 5uM se observa que las significancias entre el
crecimiento de las cepas con y sin tratamiento se dan en la fase lag de crecimiento, lo cual
sefiala que en esta fase de adaptacion de las bacterias al medio, los péptidos tienen la
capacidad de dificultar o alargar este proceso que conlleva a que la bacteria inicie su fase
exponencial. Igualmente debe tenerse en cuenta que solo se utilizaron 3 cepas clinicas para
este trabajo de investigacion, por lo cual estos resultados permiten que en investigaciones
futuras se utilicen estos péptidos con otras cepas clinicas para comparar el efecto causado
con las bacterias de este estudio.

En cuanto a los péptidos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 hay que tener en cuenta que se probaron
con la finalidad de determinar si estos causaban un efecto inhibitorio o de disminucion en
el crecimiento de las bacterias estudio, sin embargo las pruebas con estos péptidos fueron
suspendidas después de observar que no causaban un efecto significativo comparable al del
péptido LL37 y sus derivados en el crecimiento de las cepas; cabe resaltar que estos
péptidos fueron disefiados con anterioridad con el proposito de ser probados en
micobacterias, pero al no ser efectivos se decidi6 que fueran probados en las cepas en
estudio, con las cuales tampoco se obtuvieron los resultados esperados.

Se observd que en cepas ATCC estos péptidos generaron significancias variadas en
comparacion del crecimiento de las cepas con y sin tratamiento. A las concentraciones de
25uM y 1.5 uM y 0.62uM en la mayoria de las cepas no se observo significancia entre el
crecimiento de las cepas sin tratar, con algunas excepciones, lo cual demuestra que la
actividad bioldgica de estos péptidos frente a cepas ATCC es muy baja y probablemente no
muestren actividad frente a cepas clinicas. Sin embargo, habria que realizar ensayos con
estas cepas para confirmar esta teoria.

Al realizar un analisis de los péptidos que causaron un efecto en la fase lag y exponencial
de crecimiento se observa que los péptidos 5 y 11 no tuvieron actividad bioldgica en estas
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fases en ninguna de las cepas tratadas, por otro lado con los demas péptidos se observa un
efecto sobre sobre el 20, 40 y 60% de las bacterias dependiendo del péptido y la
concentracion utilizada, al seleccionar solamente cinco de las cepas ATCC por ser especies
de importancia clinica actual, aun puede evaluarse en investigaciones futuras el efecto de
estos péptidos en las demas cepas, y asi conocer con mayor exactitud el efecto que puedan
tener sobre los bacilos Gram negativos mas importantes.

Como ya se describio anteriormente varios de los péptidos utilizados en este estudio tienen
actividad bioldgica frente a las cepas estudiadas, sin embargo, con los ensayos realizados
también se pudo determinar qué fases del crecimiento bacteriano se veian modificadas
frente a la accion de estos péptidos. Aunque no hay tiempos especificos de la duracion de
cada fase del crecimiento en los bacilos Gram negativos estudiados, si se puede comparar
las fases con las curvas de crecimiento de las cepas sin tratamiento. Se determind que a
concentraciones como 1.5uM y 0.62uM los porcentajes de alargamiento de la fase lag eran
altos, esto debido a que los péptidos no estaban tan concentrados y después de un periodo
de tiempo las bacterias lograban adaptarse al medio y empezar la fase exponencial de
crecimiento, no obstante a concentraciones de 5uM y 2.5uM los porcentajes de
alargamiento de la fase lag eran méas bajos debido a que a estas concentraciones el
crecimiento de la mayoria de bacterias fue inhibido completamente.

La fase Lag es la primera fase donde no se observa crecimiento bacteriano, sin embargo la
bacteria realiza actividades metabolicas para adaptarse al medio, Daniel Schultz y Roy
Kishony mencionan que esta fase junto con la fase estacionaria no son muy mencionadas,
ya que se le da mayor importancia a la fase exponencial de crecimiento, sin embargo la fase
lag es la que permite el inicio del crecimiento bacteriano normal, y donde la bacteria
comienza un proceso de adaptacion a factores como la temperatura, la composicion del
medio, entre otros; este proceso estd determinado por la expresion de genes que permiten la
utilizacion de fuentes de carbono, para que posteriormente se lleve a cabo la expresion de
genes ribosomales y de sintesis de aminoacidos, finalmente la célula comienza a crecer en
tamafo generando un acumulacion de biomasa, para que después empiece el proceso de
division celular e inicie la fase logaritmica o exponencial.(101)

Al haber un alargamiento de esta fase se puede sugerir que los péptidos antimicrobianos
utilizados generan que las bacterias tomen mas tiempo en acoplarse al medio y a las
condiciones en las que se encuentran, sin embargo, al transcurrir el tiempo algunas cepas
logran adaptarse y empezar la fase exponencial. Schmidtchen y colaboradores reportan que
algunos microorganismos como Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Proteus mirabilis o Streptococcus pyogenes, tienen la capacidad de secretar proteinasas
como la elastasa y la proteinasa alcalina con el potencial de degradar o inactivar el péptido
LL37.(102)

Es por esta razon que se ha modificado la estructura de este péptido, creando derivados que
puedan resistir la accion de los factores de virulencia bacterianos. Malmsten vy
colaboradores idearon estrategias que permitieran otorgar resistencia a los péptidos
antimicrobianos para resistir la accion proteolitica de distintas bacterias, evaluaron métodos
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para aumentar la estabilidad del péptido EFK17, un derivado del LL37 el cual también
posee propiedades antimicrobianas, se le realizaron 4 modificaciones en el enantiomero d-
triptéfano, las cuales redujeron la degradacion proteolitica del péptido cuando se puso en
contacto con cepas de S. aureus y P. aeruginosa, ademas estas modificaciones mejoraron la
accion antimicrobiana del péptido frente a estas bacterias. (103) Comparando estos
resultados con los de este estudio, la Gnica cepa en la que se observd mayor inhibicion con
péptidos derivados del LL37 (LL37-AC2 y DLL37) fue Y. enterocolitica, mientras que con
las demas cepas el efecto de estos péptidos fue similar o incluso menor que el del péptido
en su forma nativa.

Por otro lado se observé que algunas de las cepas presentaron el fendmeno de crecimiento
diadxico, el cual se presenta cuando la bacteria utiliza mas de una fuente de carbono en su
fase exponencial de crecimiento. Este es un proceso de adaptacion donde al agotarse una
fuente de carbono, los microorganismos tienen la capacidad de utilizar otra fuente para
continuar su proceso normal de crecimiento. El crecimiento dialxico se observa en las
curvas de crecimiento con dos fases exponenciales, separadas por un periodo de latencia
(fase lag); Chu y Barnes han sugerido que la fase lag se da como consecuencia del tiempo
que requiere la bacteria para activar ciertos genes metabdlicos, por otro lado argumentan
que la duracidn esta fase esta relacionada con el tiempo que tarda la bacteria en acoplarse a
unas nuevas condiciones de crecimiento. Adicionalmente proponen que el cambio a una
segunda fuente de carbono puede realizarse incluso antes de que se agote la primera fuente,
esto como un método de preparacion generado por la bacteria. (104)

Teniendo en cuenta estas hipdtesis y realizando una observacion de las curvas de
crecimiento obtenidas en el presente estudio, se pudo determinar que bacterias del género
Pseudomonas presentan este tipo de crecimiento con y sin tratamiento con péptidos
antimicrobianos, es decir que probablemente este comportamiento es comin en este género
bacteriano; sin embargo en las cepas de Yersinia (Y. enterocolitica 23715 y Y. kristensenii
33639), se produjo un crecimiento diauxico con los péptidos DLL37 y LL37, lo cual
sugiere que estos péptidos pueden tener un efecto en el crecimiento de estos
microorganismos y en la forma en que utilizan las fuentes de carbono del medio, sin
embargo no se encuentran estudios en los que se observe un fendmeno similar con estos
péptidos, por tanto podrian realizarse méas estudios en un futuro que comprueben esta
teoria.

Después de analizar el comportamiento que tuvieron las cepas en estudio con las curvas de
crecimiento, debe tenerse en cuenta también que la accion de los péptidos antimicrobianos
puede variar dependiendo de la forma en que se encuentren las bacterias, se conoce que
cuando estos microrganismos forman biopelicula son mucho mas resistentes que en su
forma plantonica, por lo cual su actividad biologica puede verse afectada. En estudios como
el realizado por Hahm y colaboradores, se menciona que en ensayos in vitro el péptido
LL37 tiene actividad sobre la biopelicula de S. epidermidis evitando la adhesion y accion
de esta, asimismo tiene la capacidad de reducir la biopelicula ya formada, por lo cual es una
alternativa importante para combatir infecciones causadas por este tipo de
microorganismos. (105) En el presente estudio la evaluacion de la produccién de
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biopelicula se realizd con el método de cristal violeta, se utilizé caldo BHI suplementado
con glucosa, ya que en estudios anteriores como el de Torlak y colaboradores, se ha
observado una mejor adhesion de las biopeliculas a las superficies con este medio de
cultivo, adicionalmente mencionan que la adicion de glucosa genera un aumento
considerable en la produccion de biopelicula, en el caso del estudio de Torlak se observo
que al adicionar glucosa al 1% la produccion de biopelicula en S. aureus aumentaba de un
34.4 a un 83.3%. (106)

En este trabajo de investigacion se observo que 5 de las 8 cepas seleccionadas presentaron
biopeliculas débilmente adherentes y en el caso de P. vulgaris biopelicula no adherente;
solamente A. baumannii nativa, P. aeruginosa 9027 y Pseudomonas aeruginosa obtenida
de hemocultivo presentaron biopeliculas fuertemente adherentes, con el método de cristal
violeta. La determinacion de la produccién de biopelicula de algunas de las cepas
utilizadas, se realizé con el fin de conocer el tipo de biopelicula que producian estas
bacterias y que con base en estos resultados en investigaciones futuras se pueda evaluar el
efecto de los péptidos antimicrobianos trabajados en la inhibicién y formacion de esta, lo
cual podria generar resultados interesantes ya que se determinaria si estos péptidos tienen o
no la capacidad de actuar sobre unos de los factores de virulencia mas importantes en la
actualidad.

Adicionalmente estos resultados permiten tener una perspectiva del tipo de biopelicula que
podrian producir cepas de estos mismos géneros, que sean multirresistentes y de verdadera
importancia clinica, en el caso de Pseudomonas los resultados muestran que tanto la cepa
ATCC como la cepa aislada de hemocultivo producen biopeliculas fuertemente adherentes,
lo que demuestra la importancia de implementar un tratamiento alternativo que permita
inhibir o disminuir el crecimiento de estas. En el caso de géneros como Klebsiella y
Escherichia se obtuvieron resultados de biopeliculas débilmente adherentes, sin embargo
esto no quiere decir que todas las cepas de estos géneros presenten el mismo tipo de
biopelicula, en el estudio de Ortega y Ceron en el 2017 se observd que en cepas aisladas de
catéteres urinarios el 100% y el 60% de cepas de K. pneumoniae y E. coli respectivamente
eran productoras de biopelicula fuertemente adherente, ademas en este mismo estudio se
observa su produccion en cepas de P. mirabilis de las cuales el 100% formaron biopeliculas
débilmente adherentes, en contraste al resultado de este trabajo de investigacion donde se
utiliz6 una cepa ATCC de P. vulgaris en la que no se registré formacion de biopelicula
(109). La comparacion de los resultados de este estudio con trabajos de investigacion
realizados por otros autores permite observar que aunque se trabajen con bacterias del
mismo género o especie los resultados pueden ser variables, esto por factores como los
genes de resistencia que posea cada cepa o la transferencia de estos entre bacterias.

6.Conclusiones

El crecimiento de las cepas se vio afectado en sus diferentes etapas cuando fue expuesto a
los péptidos, evidenciandose una actividad antimicrobiana, la cual fue significativa en la
mayoria de los casos en comparacion con las cepas que no fueron tratadas. Se observo que
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los péptidos antimicrobianos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 tienen la capacidad
de alargar la fase lag del crecimiento bacteriano, lo cual causa que la fase logaritmica
empiece de forma tardia. Esto puede ser puede ser un beneficio en el caso de que estos
péptidos se usen como terapia alternativa a los antibi6ticos ya que desde el inicio tendria un
efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano.

De los 12 péptidos que fueron probados se demostré que los mas eficientes fueron los
péptidos LL37-AC2, DLL37 y LL37 los cuales mostraron actividad inhibitoria del
crecimiento en cepas ATCC hasta la concentracion de 1.5uM, lo cual quiere decir que esta
es la concentracion minima que se necesitaria en un tratamiento alternativo con estos
péptidos para dar resolucién a una infeccion causada por estos microorganismos. Por otro
lado, los ensayos realizados con las tres cepas clinicas aisladas de hemocultivos mostraron
resultados significativos que aunque no son comparables a los obtenidos con las cepas
ATCC demuestran que los péptidos LL37 y sus derivados tienen actividad biolégica contra
estas bacterias, no obstante cabe la posibilidad de que estos péptidos se ensayen en otras
cepas clinicas para observar si tienen un efecto inhibitorio o no sobre estas.

De los péptidos antimicrobianos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 se concluye que los péptidos 5 y
11 no tienen actividad bioldgica frente a las bacterias en estudio, y aunque los demas
péptidos tienen la capacidad de alargar la fase lag en algunas de las cepas probadas, tienen
una actividad bioldgica considerablemente mas baja que la del péptido LL37 y sus
derivados. Por otra parte, se recomienda que estos sean ensayados en otro tipo de
microorganismos en los cuales puedan tener una actividad bioldgica significativa.

A pesar de que se necesitan mas estudios para determinar si estos péptidos pueden
funcionar como un tratamiento que sustituya el uso de antibiéticos, los resultados de este
trabajo demuestran el potencial de sus efectos antimicrobianos en diferentes cepas de
importancia clinica, lo que refleja su viabilidad para poder tratar las distintas infecciones
que estas bacterias puedan generar. Asimismo, se considera que este estudio abre muchas
puertas para que se generen nuevas investigaciones a partir de los resultados obtenidos.

Recomendaciones

Debido a que no se realizaron curvas de crecimiento con los péptidos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11y
12 con todas las cepas ATCC vy las cepas clinicas, se recomienda realizar estos ensayo en
futuras investigaciones para tener un panorama completo del efecto de estos péptidos sobre
estos bacilos Gram negativos.

Por otro lado se sugiere realizar los ensayos de cristal violeta en presencia de los péptidos

utilizados en este estudio para observar si tienen un efecto sobre la formacion o maduracién
de las biopeliculas producidas por estas cepas.
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Anexo 1

Horas de significancia entre las cepas sin tratamiento y tratadas con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 a 5uM,
2.5uM, 1,5pM y 0.62pM

Concentracion de 5pM Concentracion de 2.5pM Concentracion de 1.5pM Concentracion de 0.62pM
LL37 LL37- DLL LL37- LL37- DLL3 LL37- LL37- | DLL3 LL37- LL37-
-AC1 AC2 37 L ACl1 AC2 7 ST AC1 AC2 7 L ACl1 AC2 DEL L
CEPAS ATCC
E coli18230 | 1a48 | 1a48 | 2248 | 1a48 | 1a17 | 1a48 | 2a48 | 1a48 | 1a6 | 1ad8 | 2a48 | 1a48 | 20229 | 121038 | 2258 |, g
33a48 a48 a20
E. coli nativa | 3a48 1a48 1a48 | 1a48 S?Gaazjé 1a48 1a48 1a48 3a48 1a48 | 1a48 | 1a48 3a48 1a43 la7 1aalfé36
C. freundii 2 a 36 3a48 | 2a48 | 2a48 12a15 3a 48 2a48 2a48 2a48 | 2a48 | 2a48 n/s 3a30 2a 21 2a25
P"é‘;'gg‘”s 4248 | 4a48 | 3a48 | 4248 | 3a48 | 4a48 | 3a48 | 3a48 | 4a48 | 4a48 | 3a48 | 3a48 | 3als | 12al4 | 4ad8 | 4a48
Y.
enterocolitic | 4a48 2a48 | 2a48 | 3a48 4348 3a48 2a48 3a48 4348 3a48 | 2a48 | 2a48 n/s 3a48 2a48 2a48
a 23715
Y. 4a 3a1l 3a09,15 3a8,13
kristensenii 14, 26 3a48 | 3a48 | 3a48 17&4(’) 3a48 3a48 3a48 a?2l,33 3a48 | 3a48 | 3a48 | a32,45 3a48 3a48 3a48
33639 a48 a48 a46
3a26
P. putida 0al, 3| 9,13a 0,2a 8a9, 13 ' 8a9,28a 2 a 10, 2a6,11
31483 7 a48 4248 | 2a48 248 18 4248 2 a48 48 220 4248 3:811 2a48 8 48 12221 248
B. cepacia
25608 3a48 | 3a48 | 3a48 | 3a48 3a48 3a48 3a48 | 3a48 5a9 3a48 | 3a48 | 3a48 5a9 3a48 4a48 3a48
P 3a7,15,
aeruginosa 3al3 2a48 | 2a48 | 2a48 2a7 2a48 2al3 2a2l1 3al19 | 2all | 2a19 226,13 2a48 40 a 48 28229,
9027 al7 31,45a
48
P. 6all, 3211
aeruginosa | 3a48 15a 3a48 | 3a48 Slasé 3a48 3a48 3a48 7a48 3a48 | 3a48 | 3a48 3al6 8a48 7a48 4a48
nativa 19, 29




a37
PA 01 2a32 1a48 | 4a48 0::{;’ 2a22 2a48 4327 3a48 2a48 2a36 | 3al8 | 4a46 8a20 2a48 9al8 322’516
S. enterica 2a3,9 2a3,8a | 2a4, 4a5,9 2a3,5a | 2a5,10
14098 2a25 | 2a48 | 2a48 | 2a48 210 2a48 | 2a48 | 2a48 18 g1y | 2224 | 2248 16 7 215 2218,
2a3,8 2108 | 5 0741 | 2,8a | 3a37,42
S. typhi 2248 | 3a48 |2a48 | 2a48 ' 3a28 | 2a48 | 2a48 | 2,9a36 | 3a48 | 3a32 | 2a48 | 15,19a ; ! !
a3b 31 a48 36, a48
Ac:rnjéigide 2248 | 2a48 | 3a48 | 3a48 | 2a48 | 2a34 | 3a48 | 3a48 221aa1;16 2a48 | 3a39 | 3a35 | nis 4as | ° 2%610 3248
A. 3al7
baumannnii | 3a48 3a48 | 3a48 | 2a48 3az2l 3a48 3a48 2a48 3al3 3a48 | 3a48 | 2a48 3al3 3a48 19a3é 2a48
nativa
K. 22 a 3a25
pneumoniae 3a48 | 2a48 | 4a48 n/s ‘| 2a48 | 2a48 n/s 3al2 | 2a28 | 2a48 n/s N/S 2al4 3a4
48 46 a 48
1705
3a
K. 12,15 3a6,8
pneumoniae a 18, 4a48 | 3a48 | 3a48 3a8 4231 3a48 3a48 20a29 4248 | 3a48 | 3a48 22 a 26 4248 al4, 22 3a30
1706 29a a 38
36
CEPAS CLINICAS
Klebsiella | 5.7 | s | 4a10 | 7214 | 3a4 2a3 | Nis | 7alt n/s NS | NS | nis nis N/S nis N/S
hemocultivo
E. coli 4a8 | 3a4 | 3a6 | 5a10 | 4a5 3a6 | NIS | 5a8 /s NS | NS | 5a7 nis N/S 3a4 N/S
hemocultivo
P.
aeruginosa | 8al4d 3a4 | 7al10 | 32a38 n/s 3 a6 N/S n/s n/s N/S N/S n/s N/S N/S 45 a 48 N/S
hemocultivo




Horas de significancia entre las cepas sin tratamiento y tratadas con los péptidos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 a 5uM, 2.5uM, 1,5uM y

Anexo 2

0.62pM
Concentraciéon de SpM
Péptido 5 | Péptido 6 | Péptido 7 | Péptido 8 | Péptido 9 Péptido 10 Péptido 11 | Péptido 12
E. coli nativa N/S N/S 5a16 14 a2 48 N/S 3al9 N/S N/S
P. aeruginosa 9027 40a48 20a48 N/S 5a10 8a9,19a30 | 7a10,19a42 | 10a20,34a37 10a22
A. baumannii 18 17a18 4313 7a48 17A19 N/S N/S N/S
K. pneumoniae 1705 N/S 3ab N/S 5a8 3a4,12a15 3,7a48 N/S N/S
P. vulgaris 6380 N/S 12al14 11al4 12 A13 12a13 12A14 13a26 3a40
Concentracion de 2.5uM
Péptido 5 Péptido 6 | Péptido 7 | Péptido 8 | Péptido9 | Péptido 10 Péptido 11 Péptido 12
E. coli nativa N/S N/S 5al4 14 a17 3al4 9al10 N/S N/S
P. aeruginosa 9027 | 19a32,34a 48 47 a 48 N/S N/S 8a9,19a48 8 10a23,34a39 10a20
A. baumannii N/S 15, 46 a 47 6a8 17a31 17 A 18 N/S 18a25 N/S
K. pneumoniae 1705 N/S 3A6 N/S 5a20 N/S 3,6 40248 N/S
P. vulgaris 6380 N/S N/S 11214 12a13 12213 12a13 12a29 3a22,34a36
Concentracion de 1.5uM
Péptido 5 | Péptido 6 | Péptido 7 | Péptido 8 Péptido 9 Péptido 10 | Péptido 11 Péptido 12
E. coli nativa N/S N/S 5a6 N/S N/S N/S N/S N/S




P. aeruginosa 9027 | 8,20a48 | 35a48 N/S N/S 8,21a26,38a40 | 7a8,22a27 10a22 10A 20
A. baumannii N/S N/S N/S N/S 17a18 18a23 N/S 27a42
K. pneumoniae 1705 N/S 3A6 N/S 6al3 N/S N/S N/S N/S
P. vulgaris 6380 N/S N/S 12a13 N/S 12a13 12A14 11a33 3,5a22,26a35
Concentracion de 0.62uM
Péptido 5 Péptido 6 | Péptido 7 | Péptido 8 | Péptido 9 Péptido 10 Péptido 11 Péptido 12
E. coli nativa N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S
P. aeruginosa 9027 | 22a24,35a48 | 38a48 N/S N/S 39a42 | 7a9,18a48 10a20 10A21,22a39
A. baumannii N/S N/S N/S 18 a26 16a18 18 A19 N/S N/S
K. pneumoniae 1705 10a20 3A6 N/S N/S 11a20 N/S N/S N/S
P. vulgaris 6380 N/S 11a13 N/S 12 12 13 12a33,47a48 | 3,5a21,29a39




Anexo 3:

Cepas Bacterianas
E. coli ATCC 18239

Informacion de las cepas del estudio

Caracteristicas
No se encuentra informacion

E. coli nativa

No se encuentra informacion

Citrobacter freundii nativa

No se encuentra informacion

Proteus vulgaris ATCC 6380

Nivel de bioseguridad tipo 2.
Condiciones de crecimiento: 37°C.
Atmoésfera: Aerdbica

Yersinia enterocolitica ATCC
23715

Aislada de Sangre humana, petequias y de la cdmara anterior del ojo de mujer de 47
afios en Missouri (EE. UU) enel afio 1968.
Nivel de bioseguridad tipo 2.
Propiedades antigénicas: biotipo 1, serotipo 8.
Condiciones de crecimiento: 37°C.
Atmdsfera: Aerébica

Pseudomonas putida ATCC
31483

Aislada de Laguna de aguas residuales en Carolina del Sur
Nivel de bioseguridad tipo 1
Aplicaciones: Degrada y Elimina los detergentes y agentes activos de superficie de
aguas residuales
Condiciones de crecimiento: 30°C.
Atmoésfera: Aerébica.

Burkholderia cepacia ATCC
25608

No se encuentra informacion

Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027

Aislada de Infeccion del oido externo.
Nivel de bioseguridad tipo 2
Aplicaciones: Ensayo de conservantes antimicrobianos, pruebas de eficacia, prueba
de medios,control de calidad y pruebas de esterilidad
Produce surfactante ramnolipido.
Condiciones de crecimiento: 37°C.
Atmoésfera: Aerébica.

Pseudomonas aeruginosa nativa

No se encuentra informacion

Yersinia kristensenii ATCC
33639

aislada de una liebre.

Nivel de bioseguridad tipo 2.
Aplicaciones: Control de calidad.
Condiciones de crecimiento: 26°C.
Atmbsfera: Aerdbica.

Salmonella enterica serovar
typhimurium ATCC 14028

aislada de higado de pollos de 4 semanas de edad.
Nivel de bioseguridad tipo 2.
Aplicaciones: Prueba de medios, Investigacion entérica e Investigacion emergente
de enfermedades infecciosas.
Condiciones de crecimiento: 37°C.
Atmosfera: Aerébica.

Salmonella typhi

No se encuentra informacion

Acinetobacter sp. ATCC 49137

Aislada de muestra clinica.
Nivel de bioseguridad tipo 2.
Aplicaciones: Control de calidad y cepa de control de calidad para productos
MicroScan.
Condiciones de crecimiento: 30°C

Acinetobacter baumannii

No se encuentra informacion

Klebsiella pneumoniae BAA-
1706

Nivel de bioseguridad tipo 2
Aplicaciones: Designacion de control negativo Test de Hodge (HMT) modificado.
Condiciones de crecimiento: 37°C.
Atmdsfera: Aerébica.

Klebsiella pneumoniae BAA-
1705

Aislada de Vardn de 42 afios en orina en el afio 2007
Nivel de bioseguridad tipo 2
Aplicaciones: Designacion de control positivo Test de Hodge (MHT) modificado,
investigacion respiratoria y pruebas multidrogas.
Condiciones de crecimiento: 37°C.
Atmoésfera: Aerébica.

Informacion tomada de la pagina web de la organizacién ATTC (American type

culture colection), https://www.atcc.org/
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