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Resumen  

 

La resistencia bacteriana a antibióticos se ha convertido con el paso de los años en un 

problema de salud pública, esto por el uso indiscriminado de antibióticos; asimismo 

factores como la transferencia horizontal de genes de resistencia o la producción de 

biopelícula contribuyen al aumento de esta problemática, generando que cada vez sea más 

complicado dar un tratamiento para infecciones bacterianas y reduciendo el número de 

antibióticos efectivos para la resolución de una enfermedad y aumentando la 

morbimortalidad. 

Debido a esto se han propuesto distintos tratamientos alternativos al uso tradicional de 

antibióticos, 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 más 

importante es el péptido LL-37 que es miembro de la familia de las catelicidinas y en el 

cual se ha evaluado su acción sobre bacterias Gram positivas como S. aureus mostrando 

resultados positivos en la inhibición de este microorganismo, es por esto que se evaluó la 

actividad de este péptido y sus derivados en el crecimiento y formación de biopelícula de 

cepas clínicas y ATCC de bacilos Gram negativos, los cuales son causantes de numerosas 

enfermedades a nivel mundial.  

Palabras clave: Resistencia bacteriana, bacilos Gram negativos, biopelícula, 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. 

 

Introducción 

 

 

Las bacterias Gram negativas son responsables de generar diferentes patologías, que van 

desde infecciones urinarias y gastrointestinales leves hasta complicaciones más severas 

como enfermedades nosocomiales y bacteriemias. Se describe que algunos de estos 

microorganismos presentan distintos mecanismos de resistencia a antibióticos como la 

expresión de Betalactamasas (BLEE y AmpC), topoisomerasas, baja permeabilidad en la 

membrana y formación de biopelículas, lo cual dificulta su tratamiento provocando 

importantes problemas de salud pública.(1) 

 

En el año 2018 en Colombia,  el Ministerio de salud y protección social reportaron  una 

gran incidencia y prevalencia de infecciones nosocomiales relacionadas con  la 

colonización de distintos dispositivos médicos por diversos patógenos, siendo los más 

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 generación, del 10% en carbapenémicos en bacterias 

fermentadoras y del 30% en bacterias no fermentadoras, todo esto asociado a la facilidad 

que tienen estos patógenos para crear biopelículas.(2) 

 

La habilidad de formar biopelícula por parte de bacterias Gram negativas está 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 

expresión de genes, proteínas,  la utilización de moléculas específicas para activar y 

percibir las señales celulares, la conformación 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 

formación de biopelícula, sin embargo se tiene en común 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 más resistentes que las 
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que se encuentran en estado planctónico, se buscan nuevas terapias alternativas al uso de 

antibióticos, 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 patógenos, entre los cuales están la intervención en 

la síntesis de proteínas y ADN, la inactivación 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 clínicas y cepas ATCC de bacilos Gram 

negativos, así como evaluar la formación de biopelícula que producen cada uno de estos 

microorganismos.  

 

Objetivos específicos    

 

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 formación y maduración de la biopelícula producida por las cepas 

clínicas 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 comparación entre cada uno de los péptidos utilizados, para determinar 

cuál de estos tiene mejor efecto inhibitorio, y a que concentración mínima actúan 

sobre cada una de las cepas. 

Justificación 

En Colombia la importancia clínica de las bacterias Gram negativas está dada por ser las 

responsables de múltiples patologías, donde se destacan las infecciones asociadas a la 

atención en salud (IAAS), lo que indica que están altamente relacionadas con enfermedades 

intrahospitalarias, generando grandes problemas principalmente en las unidades de 

cuidados intensivos (UCI), debido a que estos pacientes están sometidos a diversos 

procesos invasivos, a la utilización de distintos dispositivos médicos y su sistema inmune 

se encuentra comprometido. 

 

Según el reporte del INS del mes de Junio del presente año, se tienen porcentajes donde se 

estima que aproximadamente el 30% de los pacientes hospitalizados en las UCI adultos 

seguido de la UCI pediátrica y neonatal, desarrollan enfermedades nosocomiales, cuyas 

enfermedades se ven relacionadas a infecciones del torrente sanguíneo asociadas a 

catéteres, seguido de neumonías asociadas a ventilador e infecciones sintomáticas del tracto 

urinario, donde  los principales agentes causales son bacterias Gram negativas, las cuales en 

los últimos años han venido aumentando su resistencia a los antibióticos. En el año 2011 se 

reportaron porcentajes de resistencia  superiores al 11,6% a carbapenémicos y superiores al 

25,6% a cefalosporinas de tercera generación, para el año 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 

solución al problema de la resistencia microbiana a antibióticos, por lo cual surge el 

presente trabajo de investigación que tiene como propósito conocer el efecto de los 

péptidos antimicrobianos LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL-37 sobre distintas 

bacterias Gram negativas, donde  se evaluará cómo se ve afectado el crecimiento bacteriano 

y la formación de biopelícula, la cual está asociada a la colonización de dispositivos 

médicos y resistencia bacteriana,  en cada una de las cepas a tratar; debido a que se conoce 

que estos péptidos han generado inhibición o disminución del crecimiento y la formación 

de  biopelícula en bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y Staphylococcus 

epidermidis, por lo cual  se determinará si causan un efecto similar en las bacterias 

seleccionadas para este trabajo de investigación.  
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De los resultados que se obtengan del presente trabajo se pondrán brindar nuevas 

alternativas   para el sector clínico frente al tratamiento de infecciones bacterianas causadas 

por bacterias Gram negativas, asimismo este trabajo de investigación aporta un beneficio 

para la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca debido a que se proporcionará 

conocimiento que podrá ser utilizado en futuras investigaciones afines con el tema tratado.   

1.Antecedentes 

La resistencia bacteriana es una problemática a nivel mundial que en los últimos años ha 

cobrado importancia debido a que el tratamiento de elección para las diversas infecciones 

causadas por los diferentes géneros bacterianos es el uso de antimicrobianos y dado a la 

variedad de mecanismos de resistencia intrínsecos o adquiridos que poseen estos 

microorganismos han perdido la susceptibilidad a la gran mayoría de antibióticos como lo 

reporta Ovalle M.V en Colombia mostrando que bacterias como E. coli presentan un  

aumento en la resistencia a cefalosporinas de tercera generación, y un promedio de 

resistencia de 1,8 % a carbapenémicos. K. pneumoniae presentó un porcentaje de 37.5% de 

resistencia cefalosporinas de tercera generación y la resistencia a carbapenémicos aumentó 

significativamente del 2012 al 2014; en P. aeruginosa se presentó un porcentaje de 32.4% 

de resistencia a carbapenémicos. Estos resultados muestran el problema de resistencia 

antimicrobiana que hay en el país y la necesidad de implementar nuevas formas de 

tratamiento que reemplacen a las tradicionales. (6) 

 

Por esta razón, 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 destacándose sus funciones bacteriostáticas, 

bactericidas y la inhibición en la formación de biopelícula entre los cuales se encuentra el 

péptido LL37 y algunos de sus derivados. 

 

En consecuencia, a esto es importante tener la mayor información de cómo están 

constituidos cuál es su estructuración, los mecanismos de acción que puedan tener y sus 

efectos.  Sochackia K, y col (2011), usaron el método de microscopía de fluorescencia para 

identificar cómo es el proceso de ataque del péptido LL37 contra E. coli y cómo logra 

detener el crecimiento bacteriano. En el estudio se demostró 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 formación 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 

periplásmico de la bacteria, lo que genera que el crecimiento celular se detenga 
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completamente. Esta investigación se realizó con el fin de que los péptidos que se realicen 

en un futuro tengan un mecanismo de acción similar al de este péptido para que sean igual 

de útiles en la inhibición del crecimiento bacteriano. (7) 

 

Moffatt J, (2013) quisieron demostrar el efecto del péptido LL37 sobre Acinetobacter 

baumannii, se probó su eficiencia en un cepa salvaje y en una cepa que tenía una 

deficiencia en el lipopolisacarido y por tanto no podía sintetizarlo; los resultados mostraron 

que a bajas concentraciones del péptido no había efecto sobre las cepas tratadas, sin 

embargo cuando se aumentaron las concentraciones del péptido a 1.25, 2.5, y 5μM se 

observó una disminución en la viabilidad celular, esta disminución se vio más 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 clínicos de A. baumannii donde se observó  una mayor eficiencia a 

concentraciones más 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 determinó 

actividades de inhibición y dispersión de biopelículas   siendo positivas para el  péptido y 

sus tres fragmentos, donde el péptido LL-37 actuó en concentraciones más bajas que los  

fragmentos KS-30, KR-20 y KR-12. (9) 

 

La formación de biopelícula es uno de los mecanismos más utilizados por estos patógenos 

para la persistencia y colonización de diferentes superficies debido a que le confiere a la 

bacteria una mayor resistencia a los antibióticos en comparación a su estado planctónico y 

se fomenta la expresión de diferentes proteínas de adhesión y moléculas de señalización, lo 

cual en el ámbito clínico es de gran importancia dado que la invasión a dispositivos 

médicos y las fallas terapéuticas son las principales consecuencias de  este factor de 

virulencia y patogenicidad, por lo tanto el efecto antibiopelícula de estos péptidos es una de 

sus actividades más importantes  por lo cual es necesario conocer sus efectos y  capacidad 

de inhibición. Verhage, J y col (2008), determinó el efecto inhibitorio del péptido LL37 

sobre la formación de biopelícula de Pseudomonas aeruginosa, se observó que a 

concentraciones bajas del péptido (0.5 m/g) se reducía hasta el 40% de la masa de la 

biopelícula y en concentraciones mayores la masa se reducía hasta en un 80%. También se 

determinó que este péptido afecta dos sistemas principales del Quorum Sensing de P. 

aeruginosa: los sistemas Las y Rhl, ocasionando que se genere una regulación baja de 

ciertos genes esenciales para este proceso de comunicación de la bacteria (10) 
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Hell E, y col (2010) se determinó el efecto inhibitorio del péptido LL37 sobre 

Staphylococcus epidermidis, se evidenció que a todas las concentraciones a las que se 

probó el péptido había una inhibición en la formación de biopelícula. Se demostró que a 

una concentración de 1 mg l⁻¹ del péptido la masa de la biopelícula fue menor al 60%, 

mientras que a una concentración de 16 mg l⁻¹ el efecto de inhibición de la biopelícula 

alcanzaba un 85%. En este estudio también se investigó si el péptido LL37 inhibía el 

crecimiento planctónico 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 evaluó las funciones anti-

biopelícula 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-biopelícula, donde se concluye que a  concentraciones 

menores respecto a los otros péptidos y en presencia de sal el péptido NA-CATH: ATRA1-

ATRA1  inhibe la producción de biopelícula y presenta baja citotoxicidad, y frente a la 

evaluación de los isómeros del péptido LL-37  se determinó  que por separado el isómero D 

presenta  una menor actividad con  respecto al L y, que en conjunto no inhiben la formación 

de biopelícula, sin embargo los dos se ven asociados en intervenir con el crecimiento  y se 

presume que están relacionados en  la interacción con las proteínas de adhesión de S. 

aureus.(12) 

 

Dean S, y col (2011), realizaron experimentos para determinar la capacidad del péptido 

LL37 en su forma normal y de enantiómero (D-LL37) de inhibir el crecimiento y formación 

de biopelícula de Pseudomonas aeruginosa; asimismo se evaluó el efecto del péptido NA-

CATH y de sus variaciones (ATRA-1, ATRA-2, NA-CATH: ATRA1-ATRA1). Los 

resultados mostraron que el péptido LL37 en sus dos formas es efectivo tanto en la 

inhibición del crecimiento de P. aeruginosa como en la disminución de biopelícula 

preformada, asimismo disminuyen la expresión de los genes rhlA y rhlB, relacionados con 

la formación de biopelícula. En esta investigación también se realizó un ensayo in vivo, 

utilizando larvas de la polilla Galleria mellonella e infectándolas 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 inhibición del 

crecimiento y formación de biopelícula, por otro lado, tampoco fueron eficientes para 

controlar la infección del ensayo in vivo. (13) 

 

Dosler, S, y Karaaslan, E. (2014), usaron péptidos antimicrobianos y antibióticos para 

observar si estos podían inhibir o destruir la biopelícula producida por Pseudomonas 

aeruginosa, se usaron los péptidos LL37, CAMA, melittin, defensin y magainin II; los 

antibióticos usados fueron ceftazidima, tobramicina, ciprofloxacina, doripenem, 
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piperacilina y colistina. Los resultados mostraron que 3 de los 6 antibióticos (tobramicina, 

ciprofloxacina y colistina) fueron activos frente a la biopelícula de P. aeruginosa, mientras 

que 2 de los de los 5 péptidos (LL 37 y CAMA) tuvieron actividad anti biopelícula. Sin 

embargo, en el estudio aclaran que, aunque no todos los antibióticos y péptidos actuaron 

contra la biopelícula formada, todos si tuvieron acción inhibitoria contra la biopelícula 

preformada, lo que significa que todos los antibióticos y péptidos son aplicables ya sea en 

la fase temprana de formación de la biopelícula o cuando esta esté en su fase madura (14)  

 

Shi P, Gao Y, Lu Z y Yang L (2014), demostrado el efecto anti-biopelícula del péptido, en 

biopelículas creadas de forma in vitro de A. baumannii, donde se estableció una CMI de 2.5 

µg / ml para causar daños estructurales en la biopelícula y un daño gradual a medida que se 

aumentaba la concentración del péptido (15) 

 

Spencer JJ y col (2018)  evalúan el efecto del péptido LL-37 y WAM-1 en 7 aislamientos 

clínicos de A. baumannii  donde se determinó acción inhibitoria en el crecimiento de 

algunas cepas e inhibición de la formación de biopelícula en la totalidad de los aislamientos 

por parte del péptido LL-37, sin embargo este no tuvo ningún efecto en biopelículas ya 

maduras en ninguna de las 7 muestras y las CMI para efecto antimicrobiano y anti-

biopelícula fueron considerablemente más altos en comparación con el péptido WAM-

1(16) 
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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 diseminación es mayor que la de los cocos 

Gram positivos con una alta resistencia a los antibióticos, la cual está dada principalmente 

por: (18) 

 

A. Betalactamasas: tienen la capacidad de hidrolizar el antibiótico, específicamente 

degradan el anillo betalactámico y en bacterias Gram negativas está determinada por la 

producción de enzimas codificadas por genes propios o adquiridos. Las betalactamasas más 

importantes en la actualidad son las betalactamasas de espectro extendido (BLEEs),  

clasificadas de acuerdo al tipo de antibiótico sobre el cual actúan, por ejemplo las 

penicilinasas tienen efecto sobre las penicilinas y son betalactamasas clase A, las 

betalactamasas tipo AmpC y las carbapenemasas. (19,20) 

 

B.  Alteración 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 tamaño, participan en el transporte de 

carbapenémicos, por lo cual un mecanismo de resistencia es su cierre o disminución de la 

permeabilidad de la membrana externa, por consiguiente los antibióticos no pueden 

ingresar al espacio periplasmático y al citoplasma  para cumplir su función, lo que puede 

aumentar la resistencia bacteriana.(22,23)  

                                                                                                                                        

C. Expresión de las bombas de expulsión: el uso de bombas de expulsión permite 

que la bacteria transporte el antibiótico al exterior, por lo tanto funciona como un sistema 

de eliminación de los antibióticos, 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 antibióticos y generan signos y síntomas 

particulares. A continuación, se detallan los factores de virulencia más importantes de los 

bacilos Gram negativos de mayor importancia clínica: 

 

2.1.1 E. coli 

 

Se caracteriza por ser el microorganismo más abundante del intestino grueso de los 

humanos, actualmente, se ha convertido en un patógeno 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 niños menores de 5 años, 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 enteropatógena (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 enteropatógena  se encuentra clasificada en cepas típicas debido a la 

presencia del plásmido factor de adherencia (EAF ), el cual  genera  una adhesión 

localizada de manera tridimensional  en la célula, involucrando  las fimbrias o pili formador 

de haces (BFP), lo que conlleva a una lesión denominada adherencia y eliminación (A\E), 

la cual ocasiona alteraciones en la región 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 será colocado en los enterocitos para posteriormente reconocer la proteína intimina 

producida  por el patógeno  todo esto  a partir del sistema de secreción tipo III.    (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 óptimas para la ingesta por el ser 

humano. Este microorganismo presenta como mecanismos de patogenicidad los factores de 

colonización o también denominados  antígenos del factor de colonización los cuales son 

fimbrias o pilis, y la  producción  de dos toxinas la  termolábil y la termoestable 

responsables de la unión con el receptor del enterocito y la interacción con los 

monofosfatos cíclico de la célula blanco, los cuales están involucrados en la regulación de 

canales iónicos , señalización en los enterocitos y secreción de fluidos, lo  que   genera en el 

individuo diarrea acompañada de una deshidratación severa  (29,31) 

● E.coli enteroinvasiva   responsable de ocasionar inflamación, 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 

invasión de las células epiteliales, inducir apoptosis en los macrófagos y la colonización de 

células adyacentes sanas. Estos factores están codificados por el plásmido pINV donde se 

encuentran los genes que codifican a proteínas encargadas de la motilidad bacteriana, 

degradación de proteínas del huésped y modulación de la respuesta inmune, entre otras. 

(12) (32,33) 

● E. coli shigatoxigenica o también conocida como enterohemorrágica es un patógeno 

zoonótico que afecta a los humanos, aves, equinos, porcinos, entre otros; la importancia 

clínica de este microorganismo está dada por provocar el síndrome hemolítico urémico y 

citotoxicidad en las células del riñón (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 sintomatología característica 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 agrupación de ladrillos y expresar factores de virulencia que   están dados 

por los genes aggR (factores de adherencia), EAST y ShET2, encargados de codificar 

toxinas termoestables y Shiga respectivamente y el plásmido Pet que favorece la formación 

abundante de moco y abscesos en el intestino (35,36)  

● E. coli adherente difusa puede presentarse como el agente etiológico de la diarrea 

acuosa principalmente en niños menores de 5 años, esta bacteria causa lesiones y alterar las 

microvellosidades del intestino,  generar una acumulación de actina y estimula la 

producción de IL8, debido a la presentación de un patrón de adhesión difusa y la expresión 

de diferentes factores de virulencia como las adhesinas codificadas por el operón alfa. 

(37,38)  

● E. coli adherente invasora es un microorganismo   asociado con diferentes 

patologías inflamatorias intestinales destacándose su participación en la enfermedad de 

Crohn alterando la mucosa del íleon, este patógeno es capaz de sobrevivir a la fagocitosis 

por parte de los macrófagos y replicarse dentro de estos (39,40).   

 

En general los principales mecanismos de resistencia de este patógeno están dados por la 

codificación de betalactamasas, esta bacteria presenta de forma intrínseca 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 expresión de esta se da en cantidades muy bajas 

generando así sensibilidad a algunos betalactámicos, sin embargo con el pasar del tiempo se 

ha descrito la presencia de Amp C obtenidas a través de la transferencia de genes o 

plásmidos  por parte de otros géneros bacterianos confiriéndole resistencia a cefamicinas, 

oximinocefalosporinas entre otros antibióticos (18) (41)   
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2.1.2 Klebsiella pneumoniae 

 

Es un microorganismo no móvil que puede desarrollar cápsula, la cual le da la capacidad de 

resistir la fagocitosis y además puede inhibir la activación del complemento, en especial del 

C3b y de acuerdo a sus determinantes antigénicos pueden encontrarse 77 serotipos 

diferentes. Se encuentra principalmente en la zona nasofaríngea, gastrointestinal y la piel 

causando diferentes patologías como neumonía necrotizante y endoftalmitis endógena entre 

otras.  (42). La mayoría de cepas de K.  pneumoniae son resistentes a la ampicilina, 

cefalosporinas y monobactámicos debido a la producción de betalactamasas (BLEE), cabe 

resaltar que las cepas productoras de BLEE también son resistentes a otros tipos de 

antibióticos, aunque por diferentes mecanismos de bloqueo de actividad del antibiótico. 

(43) 

 

Entre las betalactamasas más importantes de este patógeno son las  KPCs que presentan  12 

variantes (KPC-2 a KPC-13), diferenciándose entre ellas  por  el cambio de 1 a 3 

aminoácidos en su estructura, estas enzimas están codificadas por el gen bla KPC el cual  

puede ser movilizado entre distintos  géneros y especies bacterianas  por medio  del 

transposón Tn 4401, la acción de esta carbapenemasas se da  a partir de su unión con el 

grupo hidroxilo de la serina   generando un complejo acil-enzima el cual será hidrolizado  

por un OH- ,sin embargo  este   proceso  puede ser inhibido por el ácido borónico. 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 antibiótico. 

(44,48).  

 

2.1.3 Citrobacter freundii  

Se puede encontrar en aguas, suelos e intestino de animales y humanos; este patógeno  

puede causar infecciones del tracto urinario, infección en hígado, pulmones, meninges, 

intestino, tejidos blandos, entre otros, además pueden presentarse casos de mal pronóstico 

de bacteriemias donde se presenta alteración 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 

betalactámicos como a las cefalosporinas de cuarta generación y carbapenémicos, también  

se ha descrito la presencia de genes codificantes para los  mecanismos de resistencia a 

quinolonas (PMQR), destacándose la presencia de los genes qnr los cuales  protegen la 

ADN girasa y la topoisomerasa IV de la inhibición de las quinolona y aac (6 ')- Ib-cr un 
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aminoglucósido acetilteransferasa lo que lo hace menos susceptible a las fluoroquinolonas 

y los aminoglucósidos  (50,53).  

 

2.1.4 Proteus 

Presenta factores de virulencia cómo invasión a la célula del huésped y citotoxicidad, 

además posee ureasas que generan una sobreproducción de amoniaco ocasionando su 

precipitación y formando cálculos en vejiga y riñón; también secreta una proteasa que 

promueve la digestión de las inmunoglobulinas (54).  Una característica singular de este 

patógeno es la producción de Swarming, fenómeno que puede observarse a simple vista en 

las placas donde se cultive este microorganismo,  y 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 antibióticos como las polimixina,  

tetraciclinas, cefuroxina, ampicilina entre otros, dado que  naturalmente expresa 

betalactamasas cromosómicas 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 pqrA y el  cfr este último siendo de origen  

estafilocócica, lo que ha generado una alza en las concentraciones mínimas inhibitorias en 

algunas  quinolonas,  cefalosporinas y otra clase de betalactámicos (55,58).  

 

2.1.5 Salmonella 

 

Es de amplia distribución mundial, principalmente aislados de alimentos (59) y causante de 

enfermedades gastrointestinales. La transmisión de esta bacteria puede darse de persona a 

persona, sin embargo, la más frecuente es de consumo de alimentos contaminados. Esta 

bacteria es un patógeno intracelular el cual utiliza las células hospederas para poder ser 

movilizada a diferentes órganos y evadir la fagocitosis, tiene más de 2500 serotipos, siendo 

agrupados y clasificados por la presencia o ausencia y las variaciones de los antígenos O y 

H. (60) 

Sus principales factores de virulencia están dados por los factores Sigma ss (RpoS), la 

respuesta adaptativa de tolerancia al ácido (ATR), lo que la ayuda a tolerar ambientes 

hostiles y 12 islas de patogenicidad destacándose la SPI-1, SPI-2 y SPI-3 que codifica para 

mecanismos de invasión, el sistema secreción tipo III, factores de transcripción y median la 

supervivencia intracelular en los macrófagos(61-63). La resistencia antimicrobiana de 

Salmonella spp. se ha generado en gran parte por los antibióticos usados en los animales 

como promotores del crecimiento, los cuales permanecen aún 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 plásmido 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 

señalización de las células hospederas. Especies cómo Y. enterocolitica y Y. 

pseudotuberculosis generan cuadros gastrointestinales, mientras que Y. pestis es la más 

conocida por haber causado tres pandemias a lo largo de la historia, al ser transmitida de las 

pulgas al torrente sanguíneo de los mamíferos pudiendo generar infección pulmonar o peste 

bubónica. (64) 

 

La resistencia a antibióticos de este género está relacionada con la ubicación geográfica 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 clínicos y no 

clínicos), asimismo se presenta resistencia a la amoxicilina con porcentajes mayores del 

75%. A pesar de que la mayoría de cepas estudiadas muestran susceptibilidad a las 

cefalosporinas de segunda y tercera generación y a los aminoglucósidos, han sido 

reportadas pocas excepciones que muestran resistencia a estos antibióticos. (65) 

 

2.1.7 Pseudomonas  

 

Este patógeno puede tolerar bajas concentraciones de oxígeno 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 aísla en  pacientes quemados; cuando 

la piel está quemada  se destruye la primera barrera de defensa que se tiene (piel y 

microbiota normal ), siendo  esto utilizado para la colonización  en primera instancia por 

bacterias Gram positivas seguidas de las Gram negativas, las cuales encontrarán un 

ambiente favorable para su desarrollo debido a la disminución de proteínas e 

inmunoglobulinas y a la falta de vascularización la cual es necesaria para el transporte de 

antibióticos  (66), también tiene la capacidad de crecer en dispositivos médicos y diferentes 

superficies hospitalarias; debido a que afecta principalmente de individuos 

inmunocomprometidos, la infección por este microorganismo es muy difícil de erradicar, 

debido a que es  altamente resistente a los antibióticos (67). 

Las terapias convencionales para el tratamiento de las infecciones causadas por esta 

bacteria se basan en el uso único o combinado de antibióticos, sin embargo, a lo largo de 

los años el tratamiento para esta bacteria se ha convertido en un reto debido a la 

multirresistencia que ha alcanzado.  P. aeruginosa es resistente a los aminoglucósidos, 

quinolonas y β-lactámicos, la resistencia mediada por este microorganismo puede 
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clasificarse en tres tipos: intrínseca, adquirida y adaptativa; la intrínseca usa bombas de 

expulsión y enzimas inactivadoras de antibióticos, la resistencia adquirida se basa en la 

transferencia horizontal de genes de resistencia y la adaptativa se relaciona con la 

producción de biopelícula como barrera para evitar el paso de los antibióticos. (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 crítico, en este 

género bacteriano se pueden encontrar más de 32 genoespecies de las cuales A. baumannii, 

A. pittii, A. nosomialis y A. calcoaceticus son indistinguibles fenotípicamente y 

genéticamente  se encuentran muy relacionadas, por esta razón 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 múltiples mecanismos de resistencia, como lo es la producción de 

betalactamasas, las PMQR y las bombas de expulsión (69,71). 

  

Su virulencia está dada por su capacidad de adhesión que le permite colonizar e invadir 

células epiteliales; la adhesión se logra gracias a la utilización de pilis y a la proteína de 

membrana externa OmpA  interacciona con la fibronectina, permitiendo que la bacteria se 

adhiera a la célula y colonizarla, el polisacárido capsular K1 que retrasa la fagocitosis e 

impide la activación del complemento; un factor importante que favorece la resistencia de 

este microorganismo son las vesículas de membrana, que participan en la transmisión 

horizontal de genes de resistencia, además de servir como vehículo 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 o en zonas húmedas como 

regaderas, aguas dulces (charcas, lagos e incluso ríos), 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 quística y enfermedad granulomatosa crónica, 

causando cuadros de neumonía, peritonitis, infección de las vías urinarias, entre otros (74). 

Este patógeno cuenta con diferentes factores de virulencia como lo es la producción de 

sideróforos lo que le confiere una capacidad de unión y adquisición del hierro, aumentando 

la severidad de las infección; también es capaz de codificar el sistema de secreción tipo IV 

el cual  le ayudan a transferir distintos factores de resistencia y patogenicidad; y 
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autoinductores para la formación de biopelícula como la hemoserina lactona la cual está 

involucrada en el  quorum sensing. (75, 76)  

 

La resistencia antimicrobiana  de este género está dada por la presencia de betalactamasas 

principalmente de clase AmpC, un lipopolisacárido que genera resistencia natural a la 

polimixina y la expresión de bombas de flujo pertenecientes a la familia de división celular 

de nodulación de resistencia (RND) las cuales causa resistencia intrínseca a los 

aminoglucósidos y macrólidos, debido a esto, el tratamiento  de elección para este patógeno 

son las cefalosporinas de tercera y cuarta generación(77). 

 

Sin embargo, este microorganismo se utiliza en la industria agrícola donde actúa 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 daños causados por hongos fitopatógenos. (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 antibióticos; uno de los factores más importantes en la actualidad es la 

formación de biopelícula, de la cual se hablará a continuación.  

 

2.2. Biopelícula 

La producción de biopelícula contribuye a la resistencia bacteriana y está relacionada con 

los procesos de Quorum Sensing. El término biopelícula hace referencia a un conglomerado 

de bacterias adheridas a una superficie inerte o viva (78), formando una matriz extracelular 

(MEC) conformada por exopolisacáridos proteínas y ácidos nucléicos principalmente, los 

componentes de la matriz extracelular juegan un papel importante porque generan los 

espacios intersticiales donde circulan los nutrientes, oxígeno y desechos que son necesarios 

y secretados por las bacterias (79). De los componentes de la matriz extracelular el 97% es 

agua, las proteínas representan más del 2% del contenido y los polisacáridos, moléculas de 

ADN y ARN representan menos del 2% y 1%respectivamente (80).  Las biopelículas 

pueden estar adheridas a superficies bióticas o abióticas y estar conformadas por una sola 

especie bacteriana o varias (81).  

Aunque la formación de biopelícula contribuye al aumento de la resistencia bacteriana, 

también se ha reportado que pueden utilizarse en la degradación de materia orgánica e 

incluso se ha descrito que tienen la capacidad de purificar aguas residuales o agua 

contaminada con petróleo. (81) 

2.2.1 Etapas de formación de la biopelícula  

La formación de biopelículas comprende tres fases principales que son la adhesión, el 
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crecimiento y la separación: 

Adhesión  

La fase de adhesión a su vez puede dividirse en adhesión reversible e irreversible; en la 

primera las bacterias pueden desarrollar estructuras como fimbrias y fimbrillas que 

permiten la unión a una superficie, asimismo pueden expresar proteínas denominadas 

adhesinas  que contribuyen a este proceso de adhesión (78), factores como la temperatura  y 

la presión son importantes para que haya una buena adhesión, también en esta fase actúan 

fuerzas físicas como las fuerzas de Van der Waals, e interacciones estéricas y 

electrostáticas. En la etapa de adhesión irreversible están implicadas estructuras como las 

fimbrias, flagelos o pilis que superan las fuerzas de repulsión 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 maduración  

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 

función de reforzar la adhesión celular (82), en esta fase la biopelícula 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 estarán en la parte más profunda de la biopelícula evitando la 

exposición al oxígeno. Durante esta fase también se generan señales químicas que permiten 

la comunicación entre bacterias, estas señales se conocen como autoinductores y facilitan el 

proceso de Quorum sensing. (83) 

Separación o dispersión 

La etapa de separación o dispersión pueden generarse por varios factores como la gran 

cantidad de población, la falta de nutrientes o la competencia entre las distintas especies 

que conforman la biopelícula, y las bacterias que se separan pueden comenzar nuevas 

biopelículas en otras superficies (84). 

2.2.2 Resistencia bacteriana mediada por biopelícula 

Se han propuesto cuatro posibles hipótesis donde se detallan los mecanismos por los cuales 

la producción de biopelícula está implicada en los mecanismos de resistencia bacteriana. La 

primera hipótesis sugiere que la resistencia se da debido a que el antibiótico no puede 

penetrar completamente a la biopelícula e incluso este puede ser degradado. La segunda 

hipótesis sugiere que las bacterias al estar en un espacio donde deben compartir oxígeno y 

nutrientes, entran en un estado de lentificación en el cual hay cese de división celular, lo 

que conlleva a que no sean susceptibles a la actividad antimicrobiana del antibiótico. Por 

otro lado, la tercera hipótesis sugiere cambios genéticos en las bacterias que conforman la 

biopelícula, como la aparición de genes específicos que potencien la resistencia bacteriana. 
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La cuarta hipótesis plantea la formación de esporas, que permite que una subpoblación de 

bacterias forme una biopelícula que sea resistente a antibióticos aun cuando este recién 

formada.  (79) 

Teniendo una visión más 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 revisión 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 composición del medio, la 

especie bacteriana, entre otros. Estas fases son: fase exponencial, fase estacionaria y fase de 

muerte. (84) 

 

Fase Lag: ocurre una adaptación donde el microorganismo reconocerá el nuevo ambiente 

al que será sometido y se preparará para comenzar un nuevo ciclo celular.  

 

Fase exponencial:     donde  se inician  los procesos metabólicos los cuales se dan  a partir 

de la fermentación, la cual es una reacción de óxido-reducción donde ocurre una oxidación 

parcial del carbono y la transferencia de electrones no necesita de un aporte exógeno,  el 

proceso de respiración ya sea anaerobia o aerobia donde se encuentran tres vías: la vía  

Embden Meyerhof (glucolítica), la vía de la   pentosa fosfato y la vía de Entner-Doudoroff,  

en las cuales  los sustratos son oxidados a CO2  y el aceptor final de electrones son 

compuestos inorgánicos o moléculas de oxígeno, esto con el fin de obtener la energía y los 

nutrientes necesarios para su desarrollo y reproducción,  lo que genera un  aumentando de 

forma exponencial el número de células. En el caso de los géneros Escherichia spp., 

Salmonella spp.y Proteus spp., su ruta metabólica  es la  de los ácidos mixtos  en la cual  se 

fermentan las hexosas  produciendo  CO2,  ácido láctico, ácido acético y fórmico, los 

géneros y especies  K.  pneumoniae, Y. enterocolitica y Citrobacter  spp. utilizan la vía 

butanodiólica  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 vía glucolítica) , lo que hace que esta bacteria tenga como ruta metabólica la vía de 

Entner-Doudoroff en la cual a partir de un piruvato y la oxidación del glicoraldehido-3-

fosfato se genera otra molécula de piruvato (85,86). 

 



 

 

28 
 

Fase estacionaria: en esta fase el consumo de los nutrientes y su escasez causa una 

competencia entre células, generando una activación de mecanismos de supervivencia 

como es la formación 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 acumulación 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 antibióticos para contribuir a la eliminación de 

las bacterias o de la biopelícula, uno de estos es el uso de péptidos antimicrobianos (11). 

 

Los péptidos 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 composición de sus aminoácidos (péptidos lineales, 

ricos en cisteína o ricos en aminoácidos específicos) o de acuerdo a su estructura 

secundaria, pueden tener una estructura α-hélice, contener un par de láminas β, 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 descubrió la penicilina y con el 

paso de los años se descubrieron sus aplicaciones, con lo cual desde 1940 comenzó la “edad 

de oro de los antibióticos” y por consiguiente el uso de péptidos antimicrobianos de origen 

natural perdió interés.  (90) 

 

Posteriormente en 1960 comenzó a observarse multirresistencia de las bacterias a los 

antibióticos, 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 logró el aislamiento y caracterización de las 

defensinas, obtenidas de las células granulocíticas de mamíferos. 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 Péptido LL-37 
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El péptido LL-37 es el único miembro de la familia de las catelicidinas de péptidos 

antimicrobianos de defensa del huésped expresado en humanos derivado de la proteína 

precursora hCAP-18, su gen codificante se encuentra en el cromosoma 3 y su estructura es 

α helicoidal, teniendo 37 residuos de leu-leu en su  N- terminal (92)con  extremos 

hidrofóbicos e hidrofílicos, no hay presencia de cisteínas y está clasificado entre los PAM 

catiónicos, esto siendo dependiente de factores como el pH y la fuerza iónica (93) (94) Es 

producido por leucocitos, células del epitelio de la mucosa, entre otras, también es un 

componente importante de las granulaciones de los neutrófilos; está presente en las 

secreciones de las mucosas, el sudor y en el plasma humano a niveles bajos. El péptido 

LL37 actúa sobre la membrana eliminando lipolisacaridos y ácidos lipoteicoicos (93) 

generando la formación de poros que llevan a la lisis del microorganismo, y además puede 

actuar directamente sobre el DNA, al unirse a los grupos fosfato de éste por uniones 

electrostáticas para posteriormente insertarse en la cadena de nucleótidos del DNA. (11) 

 

A parte de las funciones antimicrobianas se le describe actividades inmunomoduladoras 

como lo es la intervención en la señalización de los macrófagos involucrados en la 

quimiotaxis, la producción de quimiocinas (citocinas que promueven la movilidad celular), 

respuesta a los receptores TOLL, alargamiento la vida media de los neutrófilos  ayudando a 

eliminar la apoptosis y a su migración a partir de la activación del receptor de péptido de 

formilo 1 los cuales reconocen péptidos de N- formilo producidos en los patógenos 

favoreciendo  su movilidad a los sitios de infección y a la fagocitosis(95), además aumenta 

la producción de histamina o β-hexosaminidasa  a partir de inducir la de granulación de los 

mastocitos (92), como también disminuye la producción del TNF-α cuando las células son 

estimuladas por los diferentes antígenos de las bacterias  (96,97) ,  

El péptido LL37 ha demostrado que con pequeños cambios en su estructuración  sus efectos  

pueden ser potencializados, por esta razón se han derivado péptidos de su estructura 

original, observándose una mejora en sus actividades antimicrobianas en el  enantiómero  

D-LL37, el cual evidencia una alta resistencia a las proteasas, disminución en la 

citotoxicidad en las células humanas,  mayor actividad inmunomoduladora estimulando la 

producción de IL 8 y la movilización de fibroblastos,  regulación negativa de genes y  

estimulación en la  motilidad bacteriana, lo que inhibe su colonización en un espacio 

determinado evitando así la formación de biopelícula (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-AC1 y 

LL37-AC2), en los cuales se realizó un proceso de acetilación, sin embargo estas no son las 

únicas 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, además la hidrofobicidad de un péptido 

es de suma importancia para que 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 óptimo para 

modificar un péptido. Por otra parte, es importante que los péptidos cumplan dos 

condiciones: que sean activos contra el patógeno a tratar y que tenga una baja toxicidad a la 

dosis terapéutica a la que se administren. (107) 

La síntesis de péptidos antimicrobianos se puede realizar en fase sólida, utilizando una 

resina que es un soporte polimérico insoluble, la síntesis inicia cuando un primer 

aminoácido se une a la resina por su extremo c-terminal y posteriormente comienza un 

proceso de elongación que permite que se vaya formando una cadena peptídica, a su vez se 

utilizan distintas estrategias para proteger las cadenas laterales de los aminoácidos que se 

acoplan a la cadena en formación,  una vez se haya completado la síntesis 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 investigación maneja variables de tipo cualitativo y cuantitativo, 

independientes y dependientes. Para la realización de este trabajo de investigación 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 formación de biopelícula (Pseudomonas aeruginosa PA01). También se utilizaron 3 

cepas aisladas de muestras a las cuales se les realizó hemocultivos, proporcionadas por la 

Clínica oncológica de San Diego (CIOSAD). Estas cepas fueron: Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa, E.coli. Por lo tanto, en total se utilizaron 20 cepas para la 

realización de este trabajo de investigación. En la tabla 1 se encuentran todas las bacterias 

utilizadas para este estudio.  

Bacteria  Cepas  

Escherichia coli 
E. coli 18239  

E. coli nativa 

E. coli hemocultivo 

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 PA01 

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℃, posteriormente para la realización de los 

experimentos se tomó cada uno de los crioviales y se realizó siembra por agotamiento en 

agar BHI (Brain heart infusion), y se incubó por 24 horas a 37℃.  

3.2 Escalas McFarland 

Luego de las 24 horas de incubación 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 espectrofotómetro Genesys 

10S UV.VIS a una longitud de onda de 620 nm, donde debían obtenerse absorbancias en un 

rango entre 0.08 a 0.1.   

3.3 Reconstitución de los péptidos  

Para este trabajo de investigación 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, 11 y 
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12, los cuales fueron diseñados 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 pesó 3 mg de cada uno para reconstruirlos en agua ultrapura, el 

volumen de agua utilizado varió dependiendo el peso molecular de cada péptido así:  

Péptido LL37-AC1: 725μL de agua ultrapura. 

Péptido LL37-AC2: 713μL de agua ultrapura. 

Péptido D-LL37: 690μL de agua ultrapura. 

Péptido LL37: 736μL de agua ultrapura. 

Péptido 5: 1213 μL de agua ultrapura. 

Péptido 6: 1.207,4 μL de agua ultrapura. 

Péptido 7: 1.152,36 μL de agua ultrapura. 

Péptido 8: 1.152,36 μL de agua ultrapura. 

Péptido 9: 1.1349,96 μL de agua ultrapura. 

Péptido 10: 1.1349,96 μL de agua ultrapura. 

Péptido 11: 2.796 μL de agua ultrapura. 

Péptido 12: 2.706,53 μL de agua ultrapura. 

La concentración final de cada uno de los péptidos fue de 1000μM.  

3.4 Curvas de crecimiento 

Para la elaboración de las curvas de crecimiento se utilizaron placas de 99 pozos en cada 

uno de los cuales se agregó un volumen final de 300μL, donde 270μL correspondieron a 

péptido más medio BHI y los 30μL faltantes correspondieron a la suspensión bacteriana. 

Para cada uno de los péptidos se manejaron concentraciones finales de 5μM, 2.5μM, 1.5μM 

y 0.62μM, por lo tanto, la determinación del volumen utilizado para completar los 270μL 

para cada una de las concentraciones se realizó así: 

Concentración de 5μM: 268.5μL de medio LB y 1.5μL de péptido 

Concentración de 2.5μM: 269.25μL de medio LB y 0.75μL de péptido 

Concentración de 1.5μM: 269.55μL de medio LB y 0.45μL de péptido 
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Concentración de 0.62μM: 269.81μL de medio LB y 0.19μL de péptido 

Posteriormente se hizo el montaje de las placas, en el cual se realizó un ensayo por 

triplicado de cada bacteria con cada péptido a cada concentración, adicionalmente se 

realizó el montaje de cada bacteria por triplicado sin la presencia de ningún péptido como 

control del crecimiento bacteriano en el ensayo, igualmente se manejaron pozos donde solo 

se agregó medio de cultivo (300μL), 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 agitación y leyó 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 determinación 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 biopelícula y 

permite clasificarlas en no adherentes, débilmente adherentes o fuertemente adherentes. 

Para la realización de este procedimiento se debe hacer un repique de cada una de las cepas 

a estudiar y posteriormente una suspensión bacteriana en caldo BHI a una escala 

McFarland de 0.5. 

Para este ensayo se utilizaron las cepas de las bacterias de mayor importancia clínica actual, 

las cuales fueron: Escherichia coli nativa, Pseudomonas aeruginosa 9027, Klebsiella 

pneumoniae 1705, Proteus vulgaris 6380 y Acinetobacter baumannii nativa.  

En la realización de este procedimiento se utilizaron placas de 96 pozos, donde en cada 

pozo se agregó una concentración final de 200μL, 180μL de caldo BHI (suplementado con 

glucosa al 1%)  y 20μL de la suspensión bacteriana; posteriormente se incuban las placas 

por 24 horas, transcurrido este tiempo se descarta el contenido de las placas con un golpe 

rápido y seco de la placa, el sedimento que haya quedado adherido a cada pozo es fijado 

con 20μL 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 200μL de cristal violeta al 0.4% y se deja en 

incubación 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 200μL de ácido 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 óptica de cada pozo, y a 570 nm para obtener la absorbancia de la reacción. El 

equipo utiliza estas dos longitudes de onda y realiza la diferencia entre las absorbancias 

obtenidas, lo que dará el valor real de adherencia en cada pozo.  
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Para el control de calidad de los ensayos, se utilizó como control positivo (cepa formadora 

de biopelícula) la cepa USA300 de Staphylococcus aureus, como control negativo (cepa no 

formadora de biopelícula) Staphylococcus epidermidis 1228 y como control del medio se 

utilizaron 3 pozos por placa donde se agregaron 200μL de caldo BHI.  

3.6 Análisis estadístico  

La base de datos de los resultados obtenidos se manejó 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 concentración se obtuvo un promedio de los tres pozos utilizados por 

reacción, posteriormente se calculó la desviación estándar y el coeficiente de variación para 

asegurar la reproducibilidad de los resultados. Para cada reacción el coeficiente de 

variación debía ser inferior de 0,1. Con los promedios se obtuvieron gráficas 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.  

Además, se utilizó el programa GraphPad Prism versión 5.00. para comparar el efecto de 

cada uno de los péptidos sobre cada cepa tratada, se realizó un análisis de varianza 

unidireccional conocido en inglés como one-way analysis of variance (abreviado como 

One-way ANOVA), el cual permitió observar diferencias en el efecto generado entre 

péptidos, interpretado por valores de significancia los cuales pueden clasificarse así:  

No hay significancia (ns) 

Hay significancia (de *, ** y ***) 

Adicionalmente se realizó un análisis por hora, en el cual se comparó el comportamiento de 

cada cepa tratada con un péptido a una concentración específica con el comportamiento de 

la cepa sin tratamiento; este análisis también se realizó en el programa GraphPad Prism con 

la herramienta Two way ANOVA, la cual permite comparar dos variables y determinar si 

hay alguna interacción 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 evaluó la capacidad de los péptidos para inhibir el crecimiento 

bacteriano y para alargar la fase logarítmica 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 gráficas 

del anexo 1.  

 

4.1.1 Comparación 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 estadística two- way ANOVA, se comparó 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 concentración específica. Los resultados se agruparon por 

concentración para comparar la efectividad entre péptidos dentro de las 48 horas de 

incubación. También se comparó 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 

biológica 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 18239 y E. coli nativa  

 

En la cepa ATTC se presenta rangos de inhibición estadísticamente  significativos con  la 

mayoría de los péptidos  a todas las concentraciones desde la hora 1 y 2 hasta las 48 ,sin 

embargo, el péptido  LL37-AC1 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 inhibición estadísticamente  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 estadísticamente 

significativo entre las cepas con y sin tratamiento con péptidos antimicrobianos.  
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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 1705 y 1706 

 

En la cepa ATTC 1705 se presenta rangos de inhibición estadísticamente  significativos con  

la mayoría 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 inhibición estadísticamente  

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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SV: significancia variada, NS: ninguna significancia 

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 1705 y 1706          

 

C. freundi nativa 

 

 En esta cepa se presenta rangos de inhibición estadísticamente 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 concentración de 5 y 2,5 μM y los 

péptidos LL37-AC2, D-LL37 y LL37 a la concentración de 0.62 μM. (Anexo 2) 

  

SV: significancia variada, NS: ninguna significancia 
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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 inhibición estadísticamente significativos desde la hora  

3 y 4  hasta las 48, sin embargo, los péptidos  LL37-AC1 y LL37-AC2 tiene rangos de 

significancia variada a la concentración de  0.62 Μm, la cual se describe en el anexo 2.  

 
 SV: significancia variada, NS: ninguna significancia 

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 14028 y S. typhi 

 

En la cepa ATTC 14028  se presenta rangos de inhibición estadísticamente  significativos 

con  la mayoría 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 

concentración de 1.5μM y 0.62μM; el péptido D-LL37 a la concentración de 1,5μM  y 

0,65μM y el péptido  LL37 a la concentración de 0,62μM, 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 inhibición estadísticamente  

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 μM, 

1.5μM y 0.62μM;  y los péptidos D-ll37, LL37-AC2 y LL37 a la concentración de 0.62μM. 

(anexo 2) 

 
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 23715 y Y. kristensenii ATCC 33639 

 

En la cepa ATTC 23715 se presenta rangos de inhibición estadísticamente significativos 

con la mayoría 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 concentración de 0,62μM no presenta ningún 

rango de inhibición estadísticamente significativo (NS). (Anexo 2) 

 

En la cepa ATCC 33639 los péptidos generaron rangos de inhibición estadísticamente  

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) 
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W 

SV: significancia variada, NS: ninguna significancia 

Figura 6: horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37) 

a todas las concentraciones en las cepas Y. enterocolitica ATCC 23715 y Y. kristensenii ATCC 33639 

 

P. aeruginosa ATCC 9027, P. aeruginosa nativa, PA01 y P.putida ATCC 31483 

 

En la cepa ATTC 9027 se presenta rangos de inhibición estadísticamente significativos con 

la mayoría 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 5μM  y a 0,62μM, el péptido LL37-AC2 a 

concentración de 1,5 μM y los péptidos D-LL37 y LL37 a las concentraciones de 1,5μM y 

0,62μM. (Anexo 2) 

 

En la cepa P. aeruginosa nativa los rangos de inhibición estadísticamente 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 μM y 1,5 μM, el péptido LL37-AC2 a 5μM y a 0,62 μM  

y el péptido D-LL37 a 0,62μM. (Anexo 2) 

 

En la cepa PA01 los rangos de inhibición estadísticamente significativos van desde la hora 

1,2, 3 y 4 a la 48 exceptuando los péptidos que presentan SV que son  el LL37-AC1 a 5μM, 

2,5μM y 0,62μM; el péptido LL37-AC2 a 1,5μM; el péptido D-LL37 a 2,5 μM, 1,5 μM y 

0,62 μM y el péptido LL37 a concentraciones de 5μM, 1,5 μM y  0,62 μM. (Anexo 2) 

 

En la cepa ATCC 31483 los péptidos presenta rangos de inhibición estadísticamente 

significativos desde la hora 2 y 4 hasta la 48, exceptuando los péptidos que tienen rangos de 
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tiempo significativamente variados que son el LL37-AC1 a todas las concentraciones, el 

péptido LL37-AC2 a la concentración  de 0,62μM, el péptido D-LL37 a la  concentración 

de 1,5 μM y de 0,62 μM y el péptido LL37  a las concentraciones de 5μM, 2,5μM y 

0,62μM.  (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 PA01 

 

Acinetobacter ATCC 49137 y A. baumannii nativa  

 

En la cepa ATTC 49137 los péptidos presenta rangos de inhibición estadísticamente 

significativos desde 2 y 3   hasta la 48, exceptuando algunos péptidos que tienen rangos de 

tiempo significativamente variados (SV) como el péptido LL37-AC1 a la concentración de 

1.5μM, el péptido LL37-AC2 a la concentraciones de 2.5μM y 0,62μM, el péptido D-ll37 a 

1,5μM y 0.62μM y el péptido LL37 a 0,62μM. (Anexo 2) 

 

En la cepa nativa los péptidos presenta rangos de inhibición estadísticamente significativos 

desde 2 y 3 hasta la 48, exceptuando algunos péptidos que tienen rangos de tiempos 

significativamente variados (SV) que son el péptidos LL37-AC1 a 2,5 μM y 0,62 μM y el 

péptido D-LL37 a 0,62 μM. (Anexo 2) 
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SV: significancia variada, NS: ninguna significancia 
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 inhibición estadísticamente significativos desde la hora  

3 y 4  hasta las 48, sin embargo, El péptidos  LL37-AC1  tiene rangos de tiempo 

significativamente variados a 1.5 μM y a 0.62 μM.  (Anexo 2)  

 

SV: significancia variada, NS: ninguna significancia 
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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 presentó una diferencia en el crecimiento estadísticamente significativa, en las 

fases lag y logarítmica. Estos porcentajes se muestran en la tabla 2. 

 

Porcentajes de disminución en el crecimiento de cepas ATCC en fase lag y 

logarítmica 

 LL37-AC1 LL37-AC2 D-LL37 LL37 

5μM 94% 100% 100% 100% 

2.5μM 82,3% 100% 100% 100% 

1.5μM 76,4% 100% 100% 100% 

0.62μM 58,8% 88,2% 94% 100% 

 

Tabla 2. Porcentajes de disminución en el crecimiento en cepas ATCC en las fases lag y logarítmica 

de crecimiento bacteriano con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37.  

 

Según los resultados de la tabla 2, el péptido LL37-AC1 mostró un decrecimiento en el 

porcentaje de cepas en las cuales se presentó una disminución en el crecimiento en la fase 

lag y logarítmica a medida que las concentraciones del péptido eran más bajas, por otro 

lado los péptidos LL37-AC2 y DLL37 mostraron un efecto en el 100% de las cepas a todas 

las concentraciones, a excepción de la concentración de 0.62μM donde mostraron 

porcentajes de 88,2% y 94% respectivamente; por su parte el péptido LL37 mostró un 

efecto en el 100% de las cepas a todas las concentraciones utilizadas. 

 

Cepas clínicas 

 

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

 

En la figura 10 se muestra el análisis por hora de las cepas clínicas tratadas en este estudio. 

Por otra parte en la tabla 3 se muestran los porcentajes de las cepas en las cuales se presentó 

una diferencia en el crecimiento estadísticamente significativa, en las fases lag y 

logarítmica. 
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SV: significancia variada, NS: ninguna significancia 
 Figura 10: horas significativas de cada péptido (LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37)  

a todas las concentraciones en las cepas clínicas 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 1.5μM y 0.62μM, por otro lado el péptido 

DLL37 tampoco causó una diferencia significativa en las fases lag y logarítmica de las 

cepas a concentraciones de 2.5μM y 1.5μM; mientras que el péptido LL37 no causo efecto 

a la concentración de 0.62μM. 

 

Porcentajes de disminución en el crecimiento en cepas clínicas en las fases lag y 

logarítmica 

 LL37-AC1 LL37-AC2 D-LL37 LL37 

5μM 100% 66,6% 100% 66,6% 

2.5μM 66,6% 100% 0% 66,6% 

1.5μM 0% 0% 0% 33,3% 

0.62μM 0% 0% 33,3% 0% 

                                                                             

Tabla 3. Porcentajes de disminución en el crecimiento en cepas clínicas en las fases lag y 

logarítmica de crecimiento bacteriano con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 

 

Péptidos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 

 

E. coli nativa 
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En esta cepa se presenta rangos de tiempo significativos variados con los péptidos 7 y 8, 9 y 

10 a diferentes concentraciones, en el anexo 3 se detallan los rangos de significancia 

obtenidos con cada péptido. 

 

SV: significancia variada, NS: ninguna significancia 

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 estadísticamente 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.  

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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SV: significancia variada, NS: ninguna significancia 

Figura 14. horas significativas de cada péptido (5,6,7,8,9,10,11,12) a todas las 

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.  

 

 
SV: significancia variada, NS: ninguna significancia 

Figura 15. horas significativas de cada péptido (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 ningún efecto en 

las fases lag y logarítmica 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 observó 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 Pep. 8 Pep. 9 Pep. 10 Pep. 11 Pep. 12 

5μM 0% 20% 40% 60% 40% 60% 0% 20% 

2.5μM 0% 20% 40% 20% 20% 20% 0% 20% 

1.5μM 0% 20% 20% 20% 0% 20% 0% 20% 

0.62μM 0% 20% 0% 0% 0% 20% 0% 20% 

 

Tabla 3. Porcentajes de disminución en el crecimiento en cepas clínicas en las fases lag y 

logarítmica 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-LL37 y LL37 

 

El péptido LL37-AC1 mostró que a una concentración de 5μM 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 concentración de 1.5μM. Por su parte el péptido D-LL37 

mostró el mayor porcentaje de alargamiento de la fase lag (80%) a una concentración de 

1.5μM, mientras que con el péptido LL37 a 0.62μM 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. 

 
Figura 16 Porcentaje de cepas que presentaron un alargamiento de la fase lag con los 

péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 a todas las concentraciones utilizadas 
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Péptidos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 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 5 y 11 no se alargó la fase lag en ninguna de las cepas, mientras que con 

los péptidos 7 y 8 se presentó un comportamiento similar al presentar alargamiento de la 

fase a 5μM y 2.5μM 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 5μM en el péptido 6 y 

en el péptido 12 a todas las concentraciones. El péptido 10 mostró alargamiento en el 40% 

de las cepas a 5μM y en el 20% en las demás concentraciones. Los resultados se muestran 

en la figura 17. 

 

 
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 Inhibición del crecimiento  

 

Con este estudio también se pudo evaluar el efecto inhibitorio de los péptidos 

antimicrobianos sobre las cepas seleccionadas, dependiendo de la concentración de los 

péptidos se pudo observar inhibición completa de las bacterias (sin crecimiento a lo largo 

de las 48 horas) e inhibición parcial (crecimiento disminuido comparado con el crecimiento 

sin péptido).  

 

Inhibición completa del crecimiento con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 

y LL37 
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De los 4 péptidos estudiados se obtuvieron curvas de crecimiento donde en algunas cepas 

hubo inhibición completa del crecimiento bacteriano. El péptido LL37-AC1 a la 

concentración de 5μM inhibió el crecimiento completo de 4 cepas (20%), el péptido LL37-

AC2 generó inhibición completa en el 55% y 25% de las cepas a concentraciones de 5μM y 

2.5μM respectivamente, mientras que con los péptidos D-LL37 y LL37 a concentraciones 

de 5μM, 2.5μM y 1.5μM hubo inhibición completa del crecimiento de varias cepas 

bacterianas. Por otra parte, se observó que a la concentración de 0.62μM ningún péptido 

causó la inhibición completa del crecimiento de las bacterias en estudio. En la figura 18 se 

encuentran los porcentajes de inhibición del crecimiento con cada uno de los péptidos 

utilizados. 

 

 
Figura18: Porcentajes de inhibición completa del crecimiento bacteriano con los péptidos 

LL37-AC1, LL37-AC2, D-LL37 y LL37. 

 

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

 

Con ninguno de estos péptidos no se observó inhibición completa del crecimiento de las 

cepas utilizadas 

 

4.1.5 Comparación de las curvas de crecimiento por péptido 

 

A continuación, se muestran las curvas de crecimiento obtenidas en el estudio organizadas 

de acuerdo a la concentración del péptido utilizado, también se observa el crecimiento 

normal de cada una de las cepas sin tratamiento por 48 horas de incubación.   
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Péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37 

 

P. putida ATCC 31483 
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Figura 19. curva de crecimiento de P. putida ATCC 31483 con los péptidos LL37-AC1, 

LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentración  

 

 

P. aeruginosa ATCC 9027  
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P. aeruginosa ATCC 9027 5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 

P. aeruginosa ATCC 9027 2.5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 

P. aeruginosa ATCC 9027 1.5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

AC2

D

LL37

AC1

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

P. aeruginosa ATCC 9027 0.62M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)
D

e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)
 

Figura 20 curva de crecimiento de P. aeruginosa ATCC 9027 con los péptidos LL37-AC1, 

LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentración  

 

 

P. aeruginosa nativa  
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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 concentración 

 

 

 

 

 

 

 

PA01  
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Figura 22. curva de crecimiento de PA01 con los péptidos LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 

y LL37 organizado por concentración 

 

 

 

B. cepacia nativa 
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B. cepacia ATCC 25608 5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

B. cepacia ATCC 25608 2.5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 
 

B. cepacia ATCC 25608 1.5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a

B. cepacia ATCC 25608 0.62M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 
Figura 23.  curva de crecimiento de B. cepacia nativa con los péptidos LL37-AC1, LL37-

AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentración 

 

 

A. baumannii nativa 
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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 concentración  

 

 

 

 

Acinetobacter ATCC 49137 
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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 concentración  

 

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 concentración 

 

 

 

E. coli ATCC 18239 
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Figura 27.  curva de crecimiento de E. coli ATCC 18239 con los péptidos LL37-AC1, 

LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentración 

 

 

 

 

Y. kristensenii ATCC 33639 
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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 concentración 
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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 concentración 

 

 

 

K. pneumoniae ATCC 1706 
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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 concentración 

 

 

 

 

K. pneumoniae ATCC 1705 
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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 concentración 
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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 concentración 
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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 concentración 

 

 

 

 

 

P. vulgaris ATCC 6380 

 

 

P. vulgaris ATCC 6380 5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

AC2

AC1

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 

P. vulgaris ATCC 6380 2.5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

AC2

AC1

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 

 

P. vulgaris ATCC 6380 1.5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

AC2

AC1

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 

P. vulgaris ATCC 6380 0.62M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

AC2

AC1

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 
Figura 34. curva de crecimiento de P. vulgaris ATCC 6380 con los péptidos LL37-AC1, 

LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentración 
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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 concentración 
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Figura 36. curva de crecimiento de P. aeruginosa hemocultivo con los péptidos LL37-AC1, 

LL37-AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentración  

 

 

 

 

 

 

E. coli hemocultivo  

 

E. coli hemocultivo 5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 

E. coli hemocultivo 2.5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 

E. coli hemocultivo 1.5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 

E. coli hemocultivo 0.62M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
AC1

AC2

D

LL37

SIN PEPTIDO

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 

Figura 37. Curva de crecimiento de E. coli hemocultivo con los péptidos LL37-AC1, LL37-

AC2, DLL37 y LL37 organizado por concentración 
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Figura 38. Curva de crecimiento de Klebsiella hemocultivo con los péptidos LL37-AC1, 

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

 organizado por concentración 

 

 

 

K. pneumoniae ATCC 1705 

 

 

K. pneumoniae ATCC 1705 5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
Péptido 5

Péptido 6

Péptido 7

Sin péptido

Péptido 8

Péptido 9

Péptido 10

Péptido 11

Péptido 12

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

  

K. pneumoniae ATCC 1705 2.5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
Péptido 5

Sin péptido

Péptido 6

Péptido 7

Péptido 8

Péptido 9

Péptido 10

Péptido 11

Péptido 12

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 

 

K. pneumoniae ATCC 1705 1.5M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
Péptido 5

Péptido 6

Péptido 7

Péptido 8

Péptido 9

Péptido 10

Péptido 11

Péptido 12

Sin péptido

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

  

K. pneumoniae ATCC 1705 0.62M

0 20 40 60
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
Péptido 5

Péptido 6

Péptido 7

Sin péptido

Péptido 8

Péptido 9

Péptido 10

Péptido 11

Péptido 12

Tiempo (horas)

D
e
n

s
id

a
d

 ó
p

ti
c
a
 (

6
0
0
n

m
)

 
Figura 40. curva de crecimiento de K. pneumoniae ATCC 1705 con los péptidos 5, 6, 7, 8, 

9,10, 11 y 12 organizado por concentración 
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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 concentración 
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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 concentración 
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Figura 43. curva de crecimiento de P. vulgaris ATCC 6380 con los péptidos 5, 6, 7, 8, 9,10, 

11 y 12 organizado por concentración 

 

4.2 Cristal violeta  
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Con los ensayos con cristal violeta pudo determinarse si las cepas seleccionadas son 

productoras de biopelícula y si esta es débil o fuertemente adherente. En la tabla 2 se 

establecen los rangos para determinar si hubo o no formación de biopelícula y de qué tipo.  

 

Tipo de biopelícula  Rango 

No adherente 0,12 

Débilmente adherente 0,120-0,240 

Fuertemente adherente >0,240 

Tabla 4: rangos para determinar la formación de biopelícula 

 

El primer ensayo de cristal violeta se realizó con el fin de determinar qué cepas eran 

productoras de biopelícula, para posteriormente realizar ensayos en presencia de los 

péptidos que mostraron mayor efectividad en la inhibición del crecimiento bacteriano, y 

determinar si estos causaban algún efecto en la producción de biopelícula. En la tabla 3 se 

encuentran los resultados de la producción de biopelícula de cada una de las cepas 

seleccionadas a las 24 horas de incubación. Asimismo en la figura 44 se observa los 

resultados de la placa del montaje de las cepas ATCC.  

 

Figura 44. Placa de cristal violeta para las cepas ATCC estudiadas 

 

Formación de biopelícula a las 24 horas de incubación  

Cepa Promedio de los pozos por 

triplicado 

Tipo de biopelícula 
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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 producción de biopelícula a las 24 horas de incubación. 

De las 8 cepas seleccionadas 7 fueron adherentes (87,5%), de las cuales 4, es decir el 62,5% 

formaron biopelículas débilmente adherentes y solo 3 de las cepas (37,5%) formaron 

biopelículas fuertemente adherentes. P. vulgaris 6380 fue la única de las cepas que no 

formó biopelícula. En la figura 45 se puede apreciar gráficamente el porcentaje de cepas 

productoras y no productoras de biopelícula. 

 

Figura 45. Porcentajes de la formación de biopelícula por el método de Cristal violeta. 

 

5. Discusión  

 

Los péptidos antimicrobianos han surgido como una terapia alternativa, en respuesta al 

problema de resistencia bacteriana, sus capacidades de inhibir el crecimiento y la formación 

de biopelícula son una de sus principales actividades y debido a la gran cantidad de 

péptidos, los mecanismos de acción y los efectos sobre los microrganismos, pueden variar 
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dependiendo de las condiciones del medio, su estructuración, isomería espacial, carga 

iónica y células blanco, ya que sin importar que una bacteria pertenezca a la misma familia 

o género, las alteraciones en su cinética bacteriana pueden ser muy diferentes.  

  

Al realizar un análisis 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 estadístico 

conocido como Two way ANOVA, con el cual se realizó un análisis por hora para observar 

el comportamiento de cada péptido sobre cada cepa. Este análisis permitió 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 investigación 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 disminución 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 

investigación de Pooshang y colaboradores en la cual se evaluó el efecto del LL37 y 

algunos de sus derivados en cepas ATCC de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, 

donde se observó que con el LL37 en su forma nativa presentaba inhibición del crecimiento 

bacteriano, sin embargo sus derivados causaban un efecto inhibitorio mayor frente a estas 

dos cepas (100) En este trabajo de investigación se evidenció que en algunas bacterias 

como por ejemplo Y. kristensenii 33639 los péptidos LL37-AC2 y DLL37 eran más 

eficientes en la inhibición o disminución del crecimiento microbiano.  

 

Como es sabido los antibióticos actúan en la fase logarítmica del crecimiento bacteriano,    

por lo cual se analizó en qué etapa los péptidos en estudio tenían un efecto sobre las 

bacterias. Se evidenció que su efecto se da en la fase lag y la fase logarítmica, 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 más efectivo de los 4 péptidos evaluados, por su parte los 

péptidos LL37-AC2 y DLL37, actúan inhibiendo o disminuyendo el crecimiento del 100% 

de los  microorganismos a todas las concentraciones,  a excepción de la concentración de 

0.62μM donde disminuye el número 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 último el péptido LL37-AC1 también demostró tener actividad 

biológica sobre las cepas utilizadas, no obstante se determinó que a medida que disminuía 

la concentración del péptido, igualmente decrecía el porcentaje de bacterias afectadas por el 

tratamiento. Esto demuestra que los péptidos LL37-AC2, DLL37 y  LL37 tienen más 

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 clínicas utilizadas en este estudio todos los péptidos utilizados 

(LL37-AC1, LL37-AC2, DLL37 y LL37), mostraron disminución en el crecimiento de las 

cepas a una concentración de 5μM, con las demás concentraciones se observaron resultados 

variables, sin embargo se resalta que a una concentración de 2.5μM el péptido DLL37 es el 

único que no muestra un efecto en el crecimiento de las cepas tratadas, por otro lado el 

péptido LL37 fue el único que mostró una actividad biológica significativa a una 

concentración de 1.5μM, asimismo el péptido DLL37 es el único que tiene un efecto 

significativo a una concentración de 0.62μM.  

 

Al comparar los rangos de tiempo significativamente estadísticos entre las cepas ATCC y 

las cepas clínicas 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 clínicas las significancias obtenidas se registran 

solamente en las primeras horas de incubación, lo cual indica que estas cepas son más 

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 disminución o efecto en el crecimiento de las  cepas 

clínicas, ya que a la concentración de 5μM 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 

señala que en esta fase de adaptación 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 clínicas para 

este trabajo de investigación, por lo cual estos resultados permiten que en investigaciones 

futuras se utilicen estos péptidos con otras cepas clínicas 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 disminución 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 diseñados con anterioridad con el propósito de ser probados en 

micobacterias, pero al no ser efectivos se decidió que fueran probados en las cepas en 

estudio, con las cuales tampoco se obtuvieron los resultados esperados.      

  

Se observó que en cepas ATCC estos péptidos generaron significancias variadas en 

comparación del crecimiento de las cepas con y sin tratamiento. A las concentraciones de 

2.5μM y 1.5 μM y 0.62μM en la mayoría de las cepas no se observó significancia entre el 

crecimiento de las cepas sin tratar, con algunas excepciones, lo cual demuestra que la 

actividad biológica de estos péptidos frente a cepas ATCC es muy baja y probablemente no 

muestren actividad frente a cepas clínicas. Sin embargo, habría que realizar ensayos con 

estas cepas para confirmar esta teoría.  

 

Al realizar un análisis 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 biológica en estas 
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fases en ninguna de las cepas tratadas, por otro lado con los demás péptidos se observa un 

efecto sobre sobre el 20, 40 y 60% de las bacterias dependiendo del péptido y la 

concentración utilizada, al seleccionar solamente cinco de las cepas ATCC por ser especies 

de importancia clínica actual, aun puede evaluarse en investigaciones futuras el efecto de 

estos péptidos en las demás cepas, y así conocer con mayor exactitud el efecto que puedan 

tener sobre los bacilos Gram negativos más importantes.  

  

Como ya se describió anteriormente varios de los péptidos utilizados en este estudio tienen 

actividad biológica frente a las cepas estudiadas, sin embargo, con los ensayos realizados 

también se pudo determinar qué fases del crecimiento bacteriano se veían modificadas 

frente a la acción de estos péptidos. Aunque no hay tiempos específicos de la duración 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 determinó que a 

concentraciones como 1.5μM y 0.62μM 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 5μM y 2.5μM los porcentajes de 

alargamiento de la fase lag eran más bajos debido a que a estas concentraciones el 

crecimiento de la mayoría de bacterias fue inhibido completamente. 

  

La fase Lag es la primera fase donde no se observa crecimiento bacteriano, sin embargo la 

bacteria realiza actividades metabólicas 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 adaptación a factores como la temperatura, la composición del 

medio, entre otros; este proceso está determinado por la expresión de genes que permiten la 

utilización de fuentes de carbono, para que posteriormente se lleve a cabo la expresión de 

genes ribosomales y de síntesis de aminoácidos, finalmente la célula comienza a crecer en 

tamaño generando un acumulación de biomasa, para que después empiece el proceso de 

división celular e inicie la fase logarítmica o exponencial.(101)  

 

Al haber un alargamiento de esta fase se puede sugerir que los péptidos antimicrobianos 

utilizados generan que las bacterias tomen más 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 razón que se ha modificado la estructura de este péptido, creando derivados que 

puedan resistir la acción de los factores de virulencia bacterianos. Malmsten y 

colaboradores idearon estrategias que permitieran otorgar resistencia a los péptidos 

antimicrobianos para resistir la acción proteolítica 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 enantiómero d-

triptófano, las cuales redujeron la degradación proteolítica del péptido cuando se puso en 

contacto con cepas de S. aureus y P. aeruginosa, además estas modificaciones mejoraron la 

acción antimicrobiana del péptido frente a estas bacterias. (103) Comparando estos 

resultados con los de este estudio, la única cepa en la que se observó mayor inhibición con 

péptidos derivados del LL37 (LL37-AC2 y DLL37) fue Y. enterocolitica, mientras que con 

las demás cepas el efecto de estos péptidos fue similar o incluso menor que el del péptido 

en su forma nativa. 

 

Por otro lado se observó que algunas  de las cepas presentaron el fenómeno de crecimiento 

diaúxico, el cual se presenta cuando la bacteria utiliza más de una fuente de carbono en su 

fase exponencial de crecimiento. Este es un proceso de adaptación 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 diaúxico 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 metabólicos, por otro lado argumentan 

que la duración esta fase está 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 preparación generado por la bacteria. (104) 

 

Teniendo en cuenta estas hipótesis y realizando una observación 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 común 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 fenómeno similar con estos 

péptidos, por tanto podrían realizarse más estudios en un futuro que comprueben esta 

teoría.   
 

Después de analizar el comportamiento que tuvieron las cepas en estudio con las curvas de 

crecimiento, debe tenerse en cuenta también que la acción de los péptidos antimicrobianos 

puede variar dependiendo de la forma en que se encuentren las bacterias, se conoce que 

cuando estos microrganismos forman biopelícula son mucho más resistentes que en su 

forma plantónica, por lo cual su actividad biológica 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 biopelícula de S. epidermidis evitando la adhesión y acción 

de esta, asimismo tiene la capacidad de reducir la biopelícula ya formada, por lo cual es una 

alternativa importante para combatir infecciones causadas por este tipo de 

microorganismos. (105) En el presente estudio la evaluación de la producción de 
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biopelícula se realizó con el método de cristal violeta, se utilizó caldo BHI suplementado 

con glucosa, ya que en estudios anteriores como el de Torlak y colaboradores, se ha 

observado una mejor adhesión de las biopelículas a las superficies con este medio de 

cultivo, adicionalmente mencionan que la adición de glucosa genera un aumento 

considerable en la producción de biopelícula, en el caso del estudio de Torlak  se observó 

que al adicionar glucosa al 1% la producción de biopelícula en S. aureus aumentaba de un 

34.4 a un 83.3%. (106) 

 

En este trabajo de investigación se observó que 5 de las 8 cepas seleccionadas presentaron 

biopelículas débilmente adherentes y en el caso de P. vulgaris biopelícula no adherente; 

solamente A. baumannii nativa, P. aeruginosa 9027 y Pseudomonas aeruginosa obtenida 

de hemocultivo presentaron biopelículas fuertemente adherentes, con el método de cristal 

violeta. La determinación de la producción de biopelícula de algunas de las cepas 

utilizadas, se realizó con el fin de conocer el tipo de biopelícula que producían estas 

bacterias y que con base en estos resultados en investigaciones futuras se pueda evaluar el 

efecto de los péptidos antimicrobianos trabajados en la inhibición y formación de esta, lo 

cual podría generar resultados interesantes ya que se  determinaría si estos péptidos tienen o 

no la capacidad de actuar sobre unos de los factores de virulencia más importantes en la 

actualidad.  

 

Adicionalmente estos resultados permiten tener una perspectiva del tipo de biopelícula que 

podrían producir cepas de estos mismos géneros, que sean multirresistentes y de verdadera 

importancia clínica, en el caso de Pseudomonas los resultados muestran que tanto la cepa 

ATCC como la cepa aislada de hemocultivo producen biopelículas 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 

biopelícula, en el estudio de Ortega y Cerón en el 2017 se observó que en cepas aisladas de 

catéteres urinarios el 100% y el 60% de cepas de K. pneumoniae y E. coli respectivamente 

eran productoras de biopelícula fuertemente adherente, además en este mismo estudio se 

observó su producción en cepas de P. mirabilis de las cuales el 100% formaron biopeliculas 

débilmente adherentes, en contraste al resultado de este trabajo de investigación donde se 

utilizó una cepa ATCC de P. vulgaris en la que no se registró formación de biopelícula 

(109). La comparación de los resultados de este estudio con trabajos de investigación 

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 vió afectado en sus diferentes etapas cuando fue expuesto a 

los péptidos, evidenciándose una actividad antimicrobiana, la cual fue significativa en la 

mayoría de los casos en comparación con las cepas que no fueron tratadas. Se observó 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 logarítmica 

empiece de forma tardía. Esto puede ser puede ser un beneficio en el caso de que estos 

péptidos se usen como terapia alternativa a los antibióticos ya que desde el inicio tendría un 

efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano. 

  

De los 12 péptidos que fueron probados se demostró que los más eficientes fueron los 

péptidos LL37-AC2, DLL37 y LL37 los cuales mostraron actividad inhibitoria del 

crecimiento en cepas ATCC hasta la concentración de 1.5μM, lo cual quiere decir que esta 

es la concentración mínima que se necesitaría en un tratamiento alternativo con estos 

péptidos para dar resolución a una infección causada por estos microorganismos. Por otro 

lado, los ensayos realizados con las tres cepas clínicas 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 biológica contra 

estas bacterias, no obstante cabe la posibilidad de que estos péptidos se ensayen en otras 

cepas clínicas 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 biológica frente a las bacterias en estudio, y aunque los demás 

péptidos tienen la capacidad de alargar la fase lag en algunas de las cepas probadas, tienen 

una actividad biológica considerablemente más 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 biológica significativa.  

  

A pesar de que se necesitan más estudios para determinar si estos péptidos pueden 

funcionar como un tratamiento que sustituya el uso de antibióticos, los resultados de este 

trabajo demuestran el potencial de sus efectos antimicrobianos en diferentes cepas de 

importancia clínica, 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, 11 y 

12 con todas las cepas ATCC y las cepas clínicas, 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 formación o maduración 

de las biopelículas 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 5μM, 

2.5μM, 1,5μM y 0.62μM 

 

 
Concentración de 5μM Concentración de 2.5μM Concentración de 1.5μM Concentración de 0.62μM 

 

LL37

-AC1 

LL37-

AC2 

DLL

37 
LL37 

LL37-

AC1 

LL37-

AC2 

DLL3

7 
LL37 

LL37-

AC1 

LL37-

AC2 

DLL3

7 
LL37 

LL37-

AC1 

LL37-

AC2 
DLL37 LL37 

CEPAS ATCC 

E. coli 18239 1 a 48 1 a 48 2 a 48 1 a 48 1 a 17 1 a 48 2 a 48 1 a 48 1 a 6 1 a 48 2 a 48 1 a 48 
23 a 29, 

33 a 48 

1 a 10, 38 

a 48 

2 a 5, 8 

a 20 
1 a 48 

E. coli nativa 3 a 48 1 a 48 1 a 48 1 a 48 
3 a 26, 

36 a 48 
1 a 48 1 a 48 1 a 48 3 a 48 1 a 48 1 a 48 1 a 48 3 a 48 1 a 43 1 a 7 

1 a 18, 36 

a 48 

C. freundii 2 a 36 3 a 48 2 a 48 2 a 48 12 a 15 3a 48 2 a 48 2 a 48 n/s 2 a 48 2 a 48 2 a 48 n/s 3 a 30 2a 21 2 a 25 

P. vulgaris 

6380 
4 a 48 4 a 48 3 a 48 4 a 48 3 a 48 4 a 48 3 a 48 3 a 48 4 a 48 4 a 48 3 a 48 3 a 48 3 a 15 12 a 14 4 a 48 4 a 48 

Y. 

enterocolitic

a 23715 

4 a 48 2 a 48 2 a 48 3 a 48 4 a 48 3 a 48 2 a 48 3 a 48 4 a 48 3 a 48 2 a 48 2 a 48 n/s 3 a 48 2 a 48 2 a 48 

Y. 

kristensenii 

33639 

4 a 

14, 26 

a 48 

3 a 48 3 a 48 3 a 48 
3 a 11, 

17 a 40 
3 a 48 3 a 48 3 a 48 

3 a 9, 15 

a 21, 33 

a 48 

3 a 48 3 a 48 3 a 48 

3 a 8, 13 

a 32, 45 

a 46 

3 a 48 3 a 48 3 a 48 

P. putida 

31483 
7 a 48 4 a 48 2 a 48 

0 a 1, 3 

a 48 

9, 13 a 

18 
4 a 48 2 a 48 

0, 2 a 

48 

8 a 9, 13 

a 20 
4 a 48 

3 a 26, 

31 a 

48 

2 a 48 8 
8 a 9, 28 a 

48 

2 a 10, 

12 a 21 

2 a 6, 11 

a 48 

B. cepacia 

25608 
3 a 48 3 a 48 3 a 48 3 a 48 3 a 48 3 a 48 3 a 48 3 a 48 5 a 9 3 a 48 3 a 48 3 a 48 5 a 9 3 a 48 4 a 48 3 a 48 

P. 

aeruginosa 

9027 

3 a 13 2 a 48 2 a 48 2 a 48 2 a 7 2 a 48 2 a 13 2 a 21 n/s 3 a 19 2 a 11 2 a 19 
2 a 6, 13 

a 17 
2 a 48 40 a 48 

3 a 7, 15, 

28 a 29, 

31, 45 a 

48 

P. 

aeruginosa 

nativa 

3 a 48 

6 a 11, 

15 a 

19, 29 

3 a 48 3 a 48 
3 a 11, 

31 a 35 
3 a 48 3 a 48 3 a 48 7 a 48 3 a 48 3 a 48 3 a 48 3 a 16 8 a 48 7 a 48 4 a 48 



 

 

1 
 

a 37 

PA 01 2 a 32 1 a 48 4 a 48 
0 a 1, 3 

a 48 
2 a 22 2 a 48 4 a 27 3 a 48 2 a 48 2 a 36 3 a 18 4 a 46 8 a 20 2 a 48 9 a 18 

3 a 5, 16 

a 35 

S. enterica 

14028 
2 a 25 2 a 48 2 a 48 2 a 48 

2 a 3, 9 

a 19 
2 a 48 2 a 48 2 a 48 

2 a 3, 8 a 

18 

2 a 4, 

8 a 12 
2 a 24 2 a 48 

4 a 5, 9 

a 16 

2 a 3, 5 a 

7 

2 a 5, 10 

a 15 
2 a 18, 

S. typhi 2 a 48 3 a 48 2 a 48 2 a 48 
2 a 3, 8 

a 35 
3 a 28 2 a 48 2 a 48 2, 9 a 36 3 a 48 3 a 32 2 a 48 

2, 10 a 

15, 19 a 

31, 

3 a 27, 41 

a 48 

2, 8 a 

36, 

3 a 37, 42 

a 48 

Acinetobacte

r 49137 
2 a 48 2 a 48 3 a 48 3 a 48 2 a 48 2 a 34 3 a 48 3 a 48 

2 a 14, 

21 a 26 
2 a 48 3 a 39 3 a 35 n/s 4 a 8 

5 a 8, 10 

a 36 
3 a 48 

A. 

baumannnii 

nativa 

3 a 48 3 a 48 3 a 48 2 a 48 3 a 21 3 a 48 3 a 48 2 a 48 3 a 13 3 a 48 3 a 48 2 a 48 3 a 13 3 a 48 
3 a 17, 

19 a 38 
2 a 48 

K. 

pneumoniae 

1705 

22 a 

48 
3 a 48 2 a 48 4 a 48 n/s 

3 a 25, 

46 a 48 
2 a 48 2 a 48 n/s 3 a 12 2 a 28 2 a 48 n/s N/S 2 a 14 3 a 4 

K. 

pneumoniae 

1706 

3 a 

12, 15 

a 18, 

29 a 

36 

4 a 48 3 a 48 3 a 48 3 a 8 4 a 31 3 a 48 3 a 48 20 a 29 4 a 48 3 a 48 3 a 48 22 a 26 4 a 48 

3 a 6, 8 

a 14, 22 

a 38 

3 a 30 

CEPAS CLINICAS 

Klebsiella 

hemocultivo 
3 a 7 n/s 4 a 10 7 a 14 3 a 4 2 a 3 N/S 7 a 11 n/s N/S N/S n/s n/s N/S n/s N/S 

E. coli 

hemocultivo 
4 a 8 3 a 4 3 a 6 5 a 10 4 a 5 3 a 6 N/S 5 a 8 n/s N/S N/S 5 a 7 n/s N/S 3 a 4 N/S 

P. 

aeruginosa 

hemocultivo 

8 a 14 3 a 4 7 a 10 32 a 38 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 
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Anexo 2 

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

0.62μM  

 

 Concentración de 5μM 

 Péptido 5 Péptido 6 Péptido 7 Péptido 8 Péptido 9 Péptido 10 Péptido 11 Péptido 12 

E. coli nativa N/S N/S 5 a 16 14 a 48 N/S 3 a 19 N/S N/S 

P. aeruginosa 9027 40 a 48 20 a 48 N/S 5 a 10 8 a 9, 19 a 30 7 a 10, 19 a 42 10 a 20, 34 a 37 10 a 22 

A. baumannii 18 17 a 18 4 a 13 7 a 48 17 A 19 N/S N/S N/S 

K. pneumoniae 1705 N/S 3 a 6 N/S 5 a 8 3 a 4, 12 a 15 3, 7 a 48 N/S N/S 

P. vulgaris 6380 N/S 12 a 14 11 a 14 12 A 13 12 a 13 12 A 14 13 a 26 3 a 40 

 

 
Concentración de 2.5μM 

 
Péptido 5 Péptido 6 Péptido 7 Péptido 8 Péptido 9 Péptido 10 Péptido 11 Péptido 12 

E. coli nativa N/S N/S 5 a 14 14 a 17 3 a 14 9 a 10 N/S N/S 

P. aeruginosa 9027 19 a 32, 34 a 48 47 a 48 N/S N/S 8 a 9, 19 a 48 8 10 a 23, 34 a 39 10 a 20 

A. baumannii N/S 15, 46 a 47 6 a 8 17 a 31 17 A 18 N/S 18 a 25 N/S 

K. pneumoniae 1705 N/S 3 A 6 N/S 5 a 20 N/S 3, 6 40 a 48 N/S 

P. vulgaris 6380 N/S N/S 11 a 14 12 a 13 12 a 13 12 a 13 12 a 29 3 a 22, 34 a 36 

 

 
Concentración de 1.5μM 

 
Péptido 5 Péptido 6 Péptido 7 Péptido 8 Péptido 9 Péptido 10 Péptido 11 Péptido 12 

E. coli nativa N/S N/S 5 a 6 N/S N/S N/S N/S N/S 



 

 

3 
 

P. aeruginosa 9027 8, 20 a 48 35 a 48 N/S N/S 8, 21 a 26, 38 a 40 7 a 8, 22 a 27 10 a 22 10 A 20 

A. baumannii N/S N/S N/S N/S 17 a 18 18 a 23 N/S 27 a 42 

K. pneumoniae 1705 N/S 3 A 6 N/S 6 a 13 N/S N/S N/S N/S 

P. vulgaris 6380 N/S N/S 12 a 13 N/S 12 a 13 12 A 14 11 a 33 3, 5 a 22, 26 a 35 

 

 
Concentración de 0.62μM 

 
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 22 a 24, 35 a 48 38 a 48 N/S N/S 39 a 42 7 a 9, 18 a 48 10 a 20 10 A 21, 22 a 39 

A. baumannii N/S N/S N/S 18 a 26 16 a 18 18 A 19 N/S N/S 

K. pneumoniae 1705 10 a 20 3 A 6 N/S N/S 11 a 20 N/S N/S N/S 

P. vulgaris 6380 N/S 11 a 13 N/S 12 12 13 12 a 33, 47 a48 3, 5 a 21, 29 a 39 
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Anexo 3: Información de las cepas del estudio  
 

 

 
 

Información tomada de la página web de la organización ATTC (American type 

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

Cepas Bacterianas Caracteristicas 

E. coli ATCC 18239 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.                                                                                                                               

Atmósfera: Aeróbica

Yersinia enterocolitica ATCC 

23715

Aislada de Sangre humana, petequias y de la cámara anterior del ojo de mujer de 47 

años en  Missouri (EE. UU) en el año  1968.                                                                                                                           

Nivel de bioseguridad tipo 2.                                                                             

Propiedades antigénicas: biotipo 1, serotipo 8.                                               

Condiciones de crecimiento: 37°C.                                                                   

Atmósfera: Aeróbica

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.                                                                            

Atmósfera: Aeróbica.

Burkholderia cepacia ATCC 

25608
No se encuentra informacion 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 

9027

Aislada de Infección del oído 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 ramnolípido.                                                                   

Condiciones de crecimiento: 37°C.                                                                     

Atmósfera: Aeróbica.

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.                                                                         

Atmósfera: Aeróbica.

Salmonella enterica serovar 

typhimurium ATCC 14028

aislada de hígado de pollos de 4 semanas de edad.                                                 

Nivel de bioseguridad tipo 2.                                                                             

Aplicaciones: Prueba de medios, Investigación entérica e  Investigación emergente 

de enfermedades infecciosas.                                                                           

Condiciones de crecimiento:  37°C.                                                                        

Atmósfera: Aeróbica.

Salmonella typhi No se encuentra informacion 

Acinetobacter sp. ATCC 49137

Aislada de muestra clínica.                                                                                   

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: Designación de control negativo  Test de Hodge (HMT) modificado. 

Condiciones de crecimiento: 37°C.                                                                         

Atmósfera: Aeróbica.

Klebsiella pneumoniae  BAA-

1705

Aislada de Varón de 42 años en orina  en el año 2007                                               

Nivel de bioseguridad tipo 2                                                                               

Aplicaciones: Designación de control positivo  Test de Hodge (MHT) modificado, 

investigación respiratoria y pruebas multidrogas.                                                

Condiciones de crecimiento: 37°C.                                                               

Atmósfera: Aeróbica.

https://www.atcc.org/

