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Resumen 

 

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) constituyen una alternativa terapéutica para 

el desarrollo de tratamientos de enfermedades infecciosas, que podrían 

contrarrestar el ascendente número de microorganismos resistentes a antibióticos 

que han incrementado el problema de salud pública a nivel mundial. La OMS en el 

año 2018, reportó la aparición de cepas resistentes y multirresistentes, bacterias 

como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii y Staphylococcus aureus, han desarrollado mecanismos de resistencia frente 

a los antibióticos de primera línea, evidenciando la ineficacia de los fármacos 

utilizados comúnmente. Como una estrategia para ampliar las alternativas 

terapéuticas los péptidos derivados de la Lactoferricina Bovina (LfcinB), que 

contienen el motivo mínimo de actividad antimicrobiana RRWQWR, han sido 

evaluados contra cepas de referencia Gram positivas y Gram negativas, esta 

investigación ha permitido enfocar el péptido tetramérico LfcinB (20-25)4 con 

actividad antibacteriana promisoria. Dando continuidad a esta investigación, en el 

presente trabajo se evaluó la actividad antibacteriana de LfcinB (20-25)4 contra 

aislados clínicos de S. aureus y E. coli los cuales presentan diferentes perfiles de 

resistencia. Se determinó que el péptido tetramérico presenta actividad contra los 

aislados clínicos evaluados, con Concentraciones Mínimas Inhibitorias (CMI) en el 

rango de 11 µM a 22 µM para bacterias Gram positivas y 5 µM a 22 µM para Gram 

negativas; estos resultados muestran que este péptido LfcinB (20-25)4 con actividad 
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antibacteriana, tanto en cepas de referencia como en aislados clínicos, es una 

alternativa viable para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. 

 

Palabras claves: Lactoferricina Bovina, actividad antibacteriana, aislados clínicos 

multirresistentes, péptidos antimicrobianos.  
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Abstract 

 

Antimicrobial peptides (PAMs) are an alternative to the development of new 

antibacterial therapies, which could counteract the ascending number of antibiotic-

resistant microorganisms that have increased the global public health problem. In 

the latest WHO reports in 2018, it indicates that bacteria such as Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii and 

Staphylococcus aureus, exhibit resistance against first-line antibiotics and are 

classified as resistant and multidrug-resistant strains, demonstrating the inefficiency 

of drugs worldwide. Within this context, peptides derived from Lactoferricin Bovina 

(LfcinB) containing the minimum motif, have been evaluated against Gram-positive 

and Gram-negative reference strains. In this work, the tetrameric peptide LfcinB (20-

25)4 was evaluated against clinical isolates of S. aureus and E. coli that have been 

classified as multidrug-resistant by the Institute of Cancerology of Bogota, with a 

new identification through MALDI TOF. The activity of this peptide was 

demonstrated against the clinical isolates evaluated, having a minimal inhibitory 

concentration (MIC) within the range of 11 – 22µM for Gram-positive bacteria and 5 

– 22µM for Gram negatives. In addition, the activity in combination with 

ciprofloxacin was evaluated for one of the isolates with higher percentages of 

antibiotic resistance, resulting in an additive effect that maintained the concentration 

of the peptide. All these results show that the tetrameric peptide LfcinB (20-25)4 with 
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antibacterial activity, is a viable alternative for the development of new therapeutic 

agents. 

 

Key words: Bovine lactoferricin, antibacterial activity, clinical isolates, antimicrobial 

peptides.   
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INTRODUCCIÓN 

La organización mundial de la salud (OMS) ha clasificado la resistencia 

antimicrobiana como uno de los problemas de salud pública más difícil de controlar 

debido al uso indiscriminado de los antibióticos, no solo a nivel humano sino en 

campos como la veterinaria y la agricultura, lo que ha provocado que diferentes 

microorganismos generen resistencia a las opciones terapéuticas disponibles 

actualmente (1). En 2018, la Organización Mundial de la Salud (OMS) publicó una 

lista de microorganismos resistentes que representan una amenaza para la salud 

humana y para los cuales existe una necesidad prioritaria de desarrollar nuevos 

antibióticos. Para la construcción de este documento se emplearon criterios como 

mortalidad, prevalencia de resistencia y transmisibilidad (2), uno de los objetivos de 

la lista publicada por la OMS es guiar las estrategias de investigación para el 

desarrollo de nuevos agentes antibacterianos, la lista se dividió en tres niveles de 

necesidad de desarrollo de antibióticos: crítico, alto y medio. El grupo crítico está 

compuesto por bacterias Gram-negativas, específicamente Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa y la familia Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos y 

cefalosporinas de tercera generación (2). En los últimos años, los expertos han 

advertido sobre la dificultad de combatir las bacterias Gram negativas (3)(4) . Las 

autoridades sanitarias de todo el mundo están buscando soluciones a esta crisis y 

enfatizan que necesitamos desarrollar urgentemente nuevas alternativas para el 

tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes (5)(6). La OMS en el 

año 2018, indicó que bacterias como Escherichia coli y Staphylococcus aureus presentan 

resistencia frente a los antibióticos de primera línea y son clasificados como cepas 
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multirresistentes evidenciando la ineficacia de los antibióticos a nivel global (7). En 

Colombia para el año 2018, el Ministerio de salud reportó la tasa de resistencia a los 

antibióticos para S. aureus entre 35% al 71% en aislamientos de pacientes en la 

unidad de cuidados intensivos (UCI) en 34 hospitales de Bogotá (8)(9). En Gram 

negativos se registró resistencia con un porcentaje alto en carbapenémicos y en E. 

coli se ha medido primordialmente la resistencia a cefalosporinas de tercera 

generación y fluoroquinolonas (10). 

 

Para superar esta problemática mundial, se han estudiado diferentes alternativas 

para el desarrollo de nuevos agentes antibacterianos, siendo una fuente importante 

de moléculas promisorias los Péptidos Antimicrobianos (PAMs), los cuales, son 

oligopéptidos con un número variable de aminoácidos y se encuentran en 

procariotas y eucariotas. Los PAMs hacen parte de la respuesta inmune innata por 

lo que desempeñan un papel importante en la resolución de la mayoría de las 

infecciones causadas por virus, bacterias, parásitos y hongos. También, presentan 

mecanismos de acción que generan menos resistencia que los fármacos 

convencionales, no producen reacciones adversas debido a que hacen parte del 

sistema inmune, son menos susceptibles a las proteasas del hospedero y se ha 

reportado que presentan actividad antibacteriana contra bacterias Gram negativas y 

Gram positivas (11) (12). 

 

La Lactoferrina (LF) es una glicoproteína de aproximadamente 80 kDa perteneciente 

a la familia de las transferrinas por su unión al hierro, que ha presentado acción 

antimicrobiana, antifúngica, antiviral y anticancerígena (13), esta proteína se 

encuentra principalmente en la leche, lágrimas, saliva y otros fluidos corporales 
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exocrinos. La Lactoferricina bovina (LfcinB) es un péptido antimicrobiano de 25 

residuos (17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41), que se produce por la 

hidrólisis de la Lactoferrina Bovina (LFB) generada por la pepsina gástrica (14)(15). 

Este péptido ha presentado actividad antibacteriana tanto contra bacterias Gram 

positivas como Gram negativas, también presenta actividad contra hongos, 

parásitos, virus y células tumorales (16)(17)(18). La LfcinB y fragmentos más cortos 

derivados de este péptido han presentado igual o mayor actividad antibacteriana 

que la LFB; adicionalmente, se ha logrado identificar el motivo mínimo de actividad 

antibacteriano, LfcinB (20-25), el cual corresponde a la secuencia 20RRWQWR25 (19).  

 

En 2015, el grupo de investigación de Síntesis y Aplicación de Moléculas Peptídicas 

(SAMP) estudió la actividad antibacteriana de 20 péptidos cortos derivados de 

LfcinB que contenían la secuencia RWQWR. Los péptidos fueron diseñados para 

establecer si la actividad antibacteriana podría verse afectada por introducción de 

aminoácidos no naturales, sustituciones puntuales de aminoácidos, secuencias 

truncadas, y / o presentación de varias copias del residuo mínimo, específicamente 

una secuencia palindrómica y una tetramérica. La actividad antibacteriana fue 

probada contra cepas de referencia, entre estas E. coli ATCC 25922 y E. faecalis ATCC 

29212; se encontró que el péptido tetramérico, LfcinB (20-25)4, presentó la mayor 

actividad antibacteriana para las dos cepas evaluadas con concentraciones mínimas 

inhibitorias (CMIs) de 5 y 11 µM, respectivamente. Este resultado sugirió que 

múltiples copias de la secuencia RRWQWR, motivo mínimo de actividad de la 

LfcinB, podrían mejorar la actividad antibacteriana (20). Los estudios realizados por 

el grupo SAMP mostraron que este tetrámero presenta actividad contra bacterias 

Gram negativas, E. coli (ATCC 11775, ATCC 25922, ATCC 43827), S. maltophilia 
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(ATCC 13636), S. enteritidis (ATCC 13076) y P. aeruginosa (ATCC 27853) y contra 

Gram positivas, S. aureus (ATCC 25923) y E. faecalis (ATCC 29212) (21)(22)(23). En 

estos trabajos se encontró que el tetrámero LfcinB (20-25)4: (i) es un péptido de 

amplio espectro de acción con valores de CMIs entre 5 y 44 µM; (ii) presenta 

actividad bacteriostática para bacterias Gram positivas y Gram negativas; (iii) posee 

un efecto sinérgico con ciprofloxacina y vancomicina (E. coli y S. aureus), haciendo 

que estos antibióticos presentaran una disminución en sus CMIs de 20 y 60 veces 

respectivamente.  

 

Teniendo en cuenta lo descrito y que no existen muchos estudios que determinen la 

actividad de péptidos derivados de la Lactoferricina Bovina frente aislados clínicos, 

en este estudio se evaluó sí el péptido tetramérico LfcinB (20-25)4 tenía actividad 

antimicrobiana frente a cepas clínicas con fenotipos multirresistentes, obtenidos del 

Instituto Nacional de Cancerología.   
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1. MARCO TEÓRICO 

1.1. Péptidos antimicrobianos 

El surgimiento cada vez más frecuente de poblaciones microbianas resistentes a 

antibióticos y a los nuevos fármacos utilizados en la terapia moderna, es considerado 

como un problema de salud pública (24). La resistencia bacteriana no se considera 

solamente un problema puntual en pacientes que asisten a un centro médico, sino 

un problema global, ya que ha generado infecciones bacterianas con niveles altos de 

resistencia a antibióticos y esto ha aumentado los porcentajes de mortalidad en el 

mundo (25)(26). El estudio de diferentes alternativas para combatir esta 

problemática se ha convertido en un reto para la humanidad, en las últimas décadas 

ha surgido interés por los PAMs debido a sus múltiples mecanismos de acción, su 

amplio espectro de actividad y su baja toxicidad ya que hacen parte del sistema 

inmunológico innato (15)(27). Los PAMs son péptidos que contienen entre 8 a 50 

residuos de aminoácidos, los cuales han sido aislados en bacterias, hongos, insectos, 

plantas, humanos y animales, y son la primera línea de defensa (28) de los 

organismos. Sus características más relevantes son: moléculas anfipáticas con 

múltiples residuos hidrófobos y con amplio espectro antimicrobiano (15). Dentro de 

los PAMs existen (i) péptidos aniónicos, (ii) catiónicos, (iii) aniónicos y catiónicos 

que contienen cisteína y forman puentes disulfuro, y (iv) péptidos aniónicos y 

catiónicos de proteínas con actividades antimicrobiana como la LfcinB (24).  
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1.2. Lactoferricina Bovina 

La Lactoferricina Bovina se obtiene como producto de la hidrólisis de la proteína 

Lactoferrina Bovina, este péptido ha sido identificado en diferentes secreciones 

como las lágrimas, la saliva, la leche y el suero (29).  En 1992 se reportó que péptidos 

derivados de la LfcinH (Lactoferricina humana) y péptidos derivados de la LfcinB 

presentaron actividad antibacteriana tanto para bacterias Gram positivas como 

Gram negativas (30). Desde finales de los años 90 se ha estudiado el mecanismo de 

acción de los péptidos derivados de la Lfcin, en un principio se creía que el efecto 

quelante de los péptidos sobre el hierro afectaba el metabolismo bacteriano, luego 

se propuso que la actividad de la LfcinB se debe a la interacción electrostática de los 

residuos catiónicos del péptido y las cargas negativas de la membrana bacteriana 

(31)(32).  

 

Posteriormente, se reportan evaluaciones de la actividad antibacteriana de la 

Lactoferricina bovina, humana, caprina y murina, siendo la LfcinB la que mostró 

mayor actividad contra E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923, con valores de 

la concentración mínima inhibitoria (CMI) de 10 µM (17). Vorland y colaboradores 

en 1999 reportaron el efecto sinérgico parcial entre la LfcinB con antibióticos como 

la penicilina, vancomicina y gentamicina contra cepas de E.coli ATCC 25922 y 

S. aureus ATCC 25923, concluyendo que este péptido antimicrobiano puede facilitar 

la absorción de antibióticos a través tanto de la pared como de la membrana celular 

(33). La LfcinB, adicionalmente ha mostrado actividad contra hongos, parásitos y 

virus (34), y se ha reportado que posee actividad citotóxica contra diferentes líneas 

celulares derivadas de cáncer (22).  
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La LfcinB contiene 25 aminoácidos (17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41), es 

una estructura cíclica (bucle) ya que forma un puente disulfuro gracias a los dos 

residuos de cisteína que posee (Figura 1) (35). La secuencia RRWQWR, residuos 20 

al 25, se ha identificado como el motivo mínimo con actividad antibacteriana (20)(36) 

(37). El mecanismo asociado a la actividad antibacteriana de la LfcinB se basa en la 

interacción electrostática de las cargas positivas del péptido con las cargas negativas 

de la pared y membrana bacteriana, específicamente en bacterias Gram positivas con 

el ácido teicoico y en Gram negativas con los lipopolisacáridos (38), posterior a esto 

los residuos hidrofóbicos (triptófano) causan disrupción de la bicapa lipídica 

causando lisis celular (23)(39).  

 

Figura 1. Estructura de la LfcinB. La LfcinB presenta una estructura de bucle unido por puentes de 

disulfuro, la numeración corresponde a la posición en la proteína original (LFB), el motivo mínimo 

de actividad se muestra en el cuadro punteado, en rojo se muestran los residuos con carga positiva, 

adaptado de Farnaud et al. 2003 (40). 

1.3. Péptido tetramérico derivado de LfcinB  

LfcinB (20-25)4: ((RRWQWR)2K-Ahx-C)2   es un péptido que contiene cuatro copias 

del motivo mínimo de actividad reportado para la LfcinB (Figura 2). Para la 

obtención de esta molécula se sintetiza en fase sólida un dímero que contiene una 

cisteína en el extremo C-terminal, un espaciador ácido 6-aminohexanoico (Ahx), y 
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una lisina que gracias a sus grupos NH2, en las posiciones α y 𝜀, permite construir 

simultáneamente dos copias de la secuencia RRWQWR.  El dímero es purificado y 

luego mediante una oxidación se genera una única especie tetramérica (23).  

 

Figura 2. Estructura del tetrámero LfcinB (20-25)4 . La estructura del LfcinB (20-25)4 contiene cuatro 

copias del motivo mínimo de actividad. En rojo se representan los aminoácidos de carga positiva, 

adaptado de León M. et al 2015 (20). 

 

En el 2015 se reportó la síntesis del tetrámero y el efecto antibacteriano de esta 

molécula contra E. coli ATCC 25922 y E. faecalis ATCC 29212 que presentó una CMI 

de 5 y 27 µM respectivamente (20), este resultado  sugirió que la polivalencia de la 

secuencia potenciaba la actividad. Posterior a este trabajo, se evaluaron contra 

Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, péptidos lineales 

derivados de la secuencia LfcinB 17–31 (17FKCRRWQWRMKKLGA31) y tres 

péptidos polivalentes (un dímero, un tetrámero y un palíndromo) que contienen la 

secuencia RWQWR. Los péptidos polivalentes presentaron la mayor actividad 

antibacteriana contra las dos cepas; el tetrámero LfcinB (20-25)4, exhibió CMIs de 6,25 

µM y 25 µM (Tabla 1), este trabajo permitió corroborar que la polivalencia es una 

buena estrategia para potenciar la actividad antibacteriana; en el mismo año, 

Huertas y colaboradores (36) evaluaron la actividad antibacteriana de LfcinB (20-

25)4 contra Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13636, E. coli ATCC 11775 y Salmonella 

enteritidis ATCC 13076, encontrando CMIs de 5, 22 y 44 µM, respectivamente. Vargas 
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y colaboradores (22) evaluaron LfcinB (20-25)4 contra dos cepas ATCC de E. coli 

(11775 y 25922), obteniendo valores de CMIs de 22 µM para ambas cepas; y en el 

2019 los mismos autores evaluaron este péptido contra E. coli ATCC 43827, P. 

aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212 y S. aureus ATCC 25923, obteniendo 

CMIs de 5,  11, 44 y 22 µM, respectivamente. Adicionalmente, se realizaron curvas 

de letalidad (efecto durante 48 horas) del tetrámero contra P. aeruginosa ATCC 47853 

y S. aureus ATCC 25923, según esto, el péptido presentó actividad bacteriostática (P. 

aeruginosa ATCC 47853: 11 µM y S. aureus ATCC 25923: 22 µM) y bactericida (22 y 

44 µM respectivamente). En la Figura 3, se muestra un ejemplo de la curva de 

letalidad para S. aureus ATCC 25923. En este trabajo, se evidenció también que 

LfcinB (20-25)4, presenta efecto sinérgico con Ciprofloxacina a una concentración de 

3,1 µg/mL contra P. aeruginosa ATCC 27853 y de igual manera efecto sinérgico con 

Vancomicina a 3,1 µg/ mL contra S. aureus ATCC 25923, mejorando la actividad de 

los antibióticos entre 20 y 60 veces.  

 

Figura 3. Curva de letalidad del Péptido LfcinB (20-25)4 contra S. aureus ATCC 25923. El péptido se 

probó a concentraciones correspondientes a valores de la CMI (línea azul), 2 CMI (línea rosa) y 4 CMI 

(línea naranja), tomado de Vargas Y. et al 2019 (23). 
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Tabla 1. Actividad antibacteriana del péptido tetramérico LfcinB (20-25)4  

CEPA CÓDIGO FENOTIPO CMI (µM) CMB (µM) REFERENCIA 

E. coli ATCC 25922 S 4,4 4,4 
León M. et al. 2015 (20)  

E. faecalis ATCC 29212 S 10,9 10,9 

E. coli ATCC 25922 S 6,25 12,5 Huertas N. et al. 2017 

(21) S. aureus ATCC 25923 S 25 25 

E. coli ATCC 11775 S 5,5 5,5 
Huertas N. et al. 2017 

(36) 
S. maltophilia ATCC 13636 S 44 44 

S. enteritidis ATCC 13076 S 22 44 

E. faecalis ATCC 29212 S 3.1 25 

Vega S. et al. 2018 (41)  

 ATCC 51575 R >200 >200 

P. aeruginosa ATCC 10145 S 18,1 50 
 ATCC 27853 R 21,7 50 

E. faecium 550 R >100 12,5 
 1,040 R >100 >100 
 1,225 R >100 12,5 
 1,461 R >100 12,5 
 1,462 R >100 12,5 

S. aureus 52,013 S 6,7 12,5 
 43,062 R 6,7 12,5 
 43,337 R 6,3 12,5 
 48,575 R 9,2 12,5 
 48,577 R 6,3 100 

K. pneumonie 49,644 R ND ND 
 50,181 R 5,5 100 
 50,424 R 7,8 100 
 51,048 R 5,2 50 
 51,009 R 1,6 25 

P. aeruginosa 47,661 R 7,5 25 
 48,220 S 12,6 25 
 48,221 R 11,9 50 
 48,458 R 72,8 >100 
 48,526 S 24,9 >100 

S. aureus ATCC 25923 S 6,25 12,5 

Vega S. et al. 2018 (42) 
 ATCC 33591 R 12,5 12,5 

K. pneumonie ATCC 13883 S 6,25 25 
 ATCC 700603 R 12,5 25 

E. coli ATCC 11775 S 22 44 
Vargas Y. et al. 2017 (22)   ATCC 25922 S 22 22 

E. coli ATCC 43827 R 5 44 

Vargas Y. et al. 2019 (23) 
P. aeruginosa ATCC 27853 S 11 22 

E. faecalis ATCC 29212 S 44 >44 

S. aureus ATCC 25923 S 22 22 

S: Sensible, R: resistente a antibióticos, ND: No determinado. 

 



 

 14 

En 2018, fue evaluada la actividad de LfcinB (20-25)4 contra cepas de referencia 

sensibles y resistentes (41) entre ellas: E. faecalis (ATCC 29212 y ATCC 51575), 

P. aeruginosa (ATCC 10145 y ATCC 27853) y aislados clínicos de dos bacterias Gram 

positivas (E. faecium y S. aureus) y dos bacterias Gram negativas (K. pneumoniae y P. 

aeruginosa). Para las cepas de referencia, el péptido LfcinB (20-25)4 presentó valores 

de CMIs en un rango de 3,1 a > 200 µM y para los aislados clínicos CMIs entre 1,6 a 

> 100 µM (Tabla 1). Por otro lado, también encontraron que, este péptido presentó 

una concentración máxima hemolítica a 100 μM (49.1%). Adicionalmente este grupo 

(42), evaluó la acción del tetrámero, contra cepas bacterianas causantes de 

infecciones asociadas a la asistencia sanitaria, entre ellas, S. aureus y K. pneumoniae, 

los resultados obtenidos fueron CMIs entre 6,25 y 12,5 µM para las 4 cepas 

evaluadas. (Tabla 1). En este estudio realizaron microscopía electrónica de barrido 

para evidenciar el efecto del péptido sobre las bacterias, en S. aureus ATCC 25923 el 

péptido tetramérico indujo agregados de varios tamaños esféricos y se formaron 

protuberancias en la superficie bacteriana y para S. aureus ATCC 33591 se observan 

formas y agregaciones celulares anormales, junto con cambios en la superficie, 

además en ambos casos se observó pérdida de contenido celular. En el caso de 

K. pneumoniae ATCC 13883, el tetrámero indujo la pérdida total de la forma típica de 

los bacilos y la formación de agregados de varias formas y tamaños y en 

K. pneumoniae ATCC 700603 se observaron cambios en la superficie y la agregación 

de células de diferentes formas, en ambos casos se ve pérdida de contenido celular. 

 

Teniendo en cuenta la situación actual de cepas patógenas multirresistentes y los 

estudios que se han llevado a cabo de la actividad antibacteriana de péptidos de la 

LfcinB en el grupo de investigación, el enfoque de este proyecto fue la evaluación de 
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la actividad antibacteriana del péptido promisorio LfcinB (20-25)4 contra aislados 

clínicos con perfiles de resistencia a antibióticos, así determinar si este péptido 

presenta igual o mayor actividad antibacteriana a la observada contra cepas de 

referencia y de esta manera contribuir al desarrollo de una posible terapia 

alternativa para infecciones bacterianas.  

1.4. Microorganismos 

1.4.1. Generalidades de Staphylococcus aureus 

Microorganismo que pertenece a la familia Staphylococcaceae, se destaca por ser uno 

de los patógenos humanos más importantes, su morfología corresponde a cocos 

inmóviles acoplados en racimos Gram positivos, anaerobios facultativos, catalasa, 

DNAsa y coagulasa positiva. Se encuentra como microbiota habitual en piel y 

mucosas, pero en algunos casos están asociados con infecciones severas, dentro de 

ellas heridas quirúrgicas, bacteremia, endocarditis, síndrome del shock tóxico e 

intoxicaciones (43).  

 

S. aureus es un microorganismo oportunista y su colonización está asociada a 

ambientes hospitalarios, causando infecciones en pacientes con diabetes, lesiones 

cutáneas, pacientes sometidos a diálisis, entre otros (44). Los factores de colonización 

y virulencia permiten que este patógeno evada el sistema inmunológico, factores 

como la adhesión implicados en la colonización de fosas nasales, enzimas 

extracelulares permitiendo la sobrevivencia en factores desfavorables y la 

producción de toxinas que actúan conllevando al síndrome del shock tóxico, toxinas 
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exfoliativas o hemolisinas, causan que este microorganismo sea capaz de producir 

infecciones severas y en algunos casos la muerte (43). 

 

El inicio de la resistencia a antibióticos se evidenció desde 1942, cuando fue descrito 

uno de los primeros fármacos para tratar infecciones por S. aureus, con el 

descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming y previa identificación de 

las penicilinasas bacterianas. Desde entonces y hasta la actualidad, este 

microorganismo ha encabezado la lista de bacterias resistentes a antibióticos según 

la Organización Mundial de la Salud en el año 2018 (45). 

 

El Boletín informativo GREBO reporta a S. aureus como el segundo microorganismo 

más comúnmente aislado en los servicios de los hospitales colombianos, seguido de 

E. coli. Dentro de los antibióticos con mayores porcentajes de resistencia, se 

encontraron oxacilina en primer lugar con un 31%, en segundo puesto la tetraciclina 

con 17% y posteriormente eritromicina con 14% (46). 

1.4.2. Mecanismos de resistencia en S. aureus 

Antibióticos inhibidores de la síntesis de la pared bacteriana 

Betalactámicos: constituyen el grupo más numeroso y diverso de todos los 

antibióticos, las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactámicos, en 

su estructura poseen un anillo betalactámico para su actividad antimicrobiana (47). 

Esta estructura corresponde a un análogo de los dos últimos aminoácidos de las 

cadenas peptídicas, D-Ala D-Ala, esto conlleva a que el sitio activo de las 

transpeptidasas o PBP´s (Penicillin Binding Protein) se anclen a él y se una 

irreversiblemente evitando la síntesis de la pared bacteriana (48). 
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Dentro de los mecanismos de resistencia a los betalactámicos encontramos: 

• Producción de betalactamasas (Figura 4-a): Las betalactamasas (Bla) son 

enzimas que logran hidrolizar el anillo betalactámico, lo que permite perder 

la actividad del antibiótico. Estas están codificadas por el gen blaZ, que en 

ausencia del antibiótico es inhibido por el represor BlaI. Una vez el 

microorganismo es expuesto al tratamiento con betalactámicos, se activa la 

producción de una proteína antirrepresora BlaR1, la cual degrada a BlaI (47). 

• Modificación del sitio diana. Síntesis de las PBP´s modificadas (Figura 4-

b): Mecanismo de resistencia característico en Staphylococcus aureus 

resistentes a meticilina (MRSA) que consiste en la síntesis de PBP´s con baja 

afinidad para los betalactámicos. Los estafilococos producen al menos 4 

diferentes proteínas que logran ser inhibidas por estos antibióticos (PBP1, 

PBP2, PBP3 y PBP4), sin embargo, los fenotipos MRSA expresan genes como 

mecA que codifican la proteína PBP2a, que tiene baja afinidad frente a estos 

fármacos (48).   

 

Glicopéptidos: La vancomicina es un antibiótico que pertenece al grupo de los 

glicopéptidos y ha sido utilizado en el tratamiento de primera línea para infecciones 

causadas por Staphylococcus aureus. Su mecanismo de acción conlleva a la inhibición 

de la síntesis de la pared uniéndose a la cadena peptídica específicamente en su 

último aminoácido (D-Ala). 

Dentro de los mecanismos de resistencia a Vancomicina encontramos: 

• Modificación del sitio diana (Figura 4-b): La resistencia a vancomicina la 

confiere el operón vanA que está compuesto por genes vanA, vanH, vanX, 

vanS, vanR, vanY, y vanZ, el objetivo es sustituir los dos últimos residuos de 
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la cadena peptídica (D-Ala- D-Ala) por un depsipéptido D-Ala-D-Lac que 

son sintetizados por vanA y vanH, esta sustitución da como resultado la 

alteración de la pared celular, impidiendo la afinidad del fármaco con el 

aminoácido. Su funcionamiento es ligado por un sistema sensor-regulador 

(vanS y vanR) que tienen la capacidad de detectar el antibiótico y activar la 

transcripción del operón (49). 

 

Antibióticos que actúan sobre la membrana celular 

Daptomicina: Es un antibiótico utilizado para bacterias Gram positivas, su 

estructura es cíclica con un extremo hidrofóbico que le permite incorporarse en la 

membrana celular, donde se polimeriza y forma canales iónicos, alterando el 

potencial de membrana (50). 

Dentro de los mecanismos de resistencia a daptomicina encontramos:  

• Modificación del sitio diana (Figura 4-b): La resistencia a la daptomicina 

por S. aureus es mediada por el gen mprF que codifica una lisil-

fosfatidilglicerol sintetasa. Esta enzima transfiere moléculas de lisina 

cargadas positivamente, el aumento de estas cargas da como resultado una 

fuerza de repulsión electrostática y disminuye la afinidad del lipopéptido 

con la membrana bacteriana (51). 

 

Antibióticos inhibidores de la síntesis de proteínas 

Macrólidos, lincosamidas y estreptograminas: Estos tres grupos son diferentes 

estructuralmente, pero comparten el mecanismo de acción al inhibir la síntesis 

proteica uniéndose a la subunidad 50S.  

Dentro de los mecanismos de resistencia encontramos: 
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• Modificación del sitio diana (Figura 4-b): La activación de genes como erm 

que codifican enzimas metilasas, son uno de los principales mecanismos de 

resistencia para estos fármacos. Estas metiltransferasas utilizan la S-adenosil 

metionina para modificar una adenosina en el RNAr y conferir resistencia 

cruzada a macrólidos, lincosamidas y estreptograminas (52). 

• Bombas de eflujo (Figura 4-e): El segundo mecanismo que S. aureus utiliza 

para resistir la actividad de estos fármacos, son bombas de eflujo que 

permite la eliminación del antibiótico al exterior de la célula (53). 

 

Aminoglucósidos: Antibióticos de amplio espectro, que aumentan la tasa de error 

en la síntesis de proteínas, uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. 

Esto conlleva a una finalización prematura de la proteína naciente, incorporación de 

aminoácido incorrecto o bloquear el inicio de la síntesis proteica.  

Mecanismos de resistencia: 

• Modificación enzimática del antibiótico (Figura 4-c): Mecanismo de 

resistencia que más se ha encontrado en S. aureus es la modificación 

enzimática por O-fosforilación, N-acetilación u O-nucleotidilación 

catalizada por fosfotransferasas (APH), acetiltransferasas (AAC) y 

nucleotidiltransferasas (ANT) (54). 

 

Tetraciclinas: Inhibidores de la síntesis de proteínas, se unen a la subunidad 50S 

impidiendo la acomodación del ARNt-aminoacilo al sitio A del ribosoma.  

Mecanismos de resistencia 

 



 

 20 

• Modificación del sitio diana (Figura 4-b): El principal mecanismo de 

resistencia frente a este antibiótico en S. aureus es la protección ribosómica 

mediada por los genes tetM o tetO que codifican proteínas modificadoras de 

sitio diana mediante la protección del ribosoma (55). 

• Bombas de flujo (Figura 4-e): Proteínas codificadas por genes tetK y tetL 

favorecen la expulsión activa del antibiótico al exterior de la célula, este 

sistema ha sido identificado como Tet38. Su regulación es mediada por el 

represor MgrA que actúa directa e indirectamente, ya que también regula 

algunos factores de virulencia, en la expresión de la multiplicidad en los 

transportadores de eflujo (56). 

 

 

 

Figura 4. Mecanismos de resistencia frente a antibióticos encontrados en S. aureus 
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1.4.3. Generalidades de Escherichia coli 

Este microorganismo Gram negativo, es un patógeno común en infecciones 

principalmente del tracto urinario y gastrointestinal. Esta bacteria tiene un tamaño 

aproximado de 1,1 – 1,5 µm de ancho y de 2,0 – 6,0 µm de largo, anaerobio 

facultativo, la presencia de flagelos les permite movilidad, y como característica 

importante es capaz de fermentar lactosa (57). Hace parte de la familia 

Enterobacteriaceae y es uno de los microorganismos que habitan como microbiota 

normal en el intestino de los seres humanos y animales (58), interviniendo en la 

contribución de absorción de nutrientes, por esta razón cuando son excretados al 

medio ambiente se considera un indicador de contaminación fecal. Existen 

diferentes serotipos de E. coli que han adquirido factores de virulencia y 

dependiendo del estado inmunológico del hospedero, pueden causar desde 

infección urinaria hasta sepsis y meningitis, dentro de ellos encontramos E. coli 

Enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatógena (ECEP), E. coli Enteroinvasiva 

(EIEC), E. coli Enterohemorrágica (EHEC), E. coli Enteroagregante (EAEC), E. coli 

difusamente adherente (DAEC) (59)(60).  

 

En los últimos años se ha reportado esta bacteria como uno de los patógenos más 

resistentes a nivel mundial (7), especialmente en terapias antimicrobianas con 

ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina, tetraciclina, entre otros 

(57). Según un informe publicado por el Instituto Nacional de Salud (INS) en el año 

2018, los continentes con mayores niveles de resistencia a los antibióticos son 

América y Europa, donde los fármacos que encabezan la lista, con porcentajes más 

altos son penicilinas, cefalosporinas de tercera generación y fluoroquinolonas (9). 

Según Theuretzbacher 2013, en América del norte los fenotipos de cepas 
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multirresistentes de E. coli que tienen la capacidad de producir betalactamasas de 

espectro extendido (BLEE) pueden alcanzar tasas del 80% (25).  

 

Un estudio en América Latina reporta que de 1.517 aislados de E. coli de diferentes 

países presentan porcentajes elevados de resistencia a antibióticos, como 

ciprofloxacina (40%), cefuroxima (24%) y ceftriaxona (24%), además bacterias 

productoras de BLEE alcanzaron porcentajes del 49% (61). 

 

En Colombia, en el último boletín reportado por la Doctora Aura Lucía Leal, 

directora del grupo GREBO, E. coli es una de las bacterias más frecuentemente 

aisladas en los servicios de la red de hospitales; de 3.328 aislamientos de E. coli, el 

15% son bacterias productoras de BLEE, el 37% resistentes a 

sulfametoxazol/trimetoprim, 32% a ampicilina sulbactam y 22% a ciprofloxacina 

(46). 

1.4.4. Mecanismos de resistencia de E. coli   

Antibióticos Inhibidores de la síntesis de la pared bacteriana 

Betalactámicos: mecanismos de resistencia 

• Producción de betalactamasas (Figura 5-a): Estas enzimas son capaces de 

hidrolizar el anillo betalactámico de este grupo de antibióticos. Para E. coli 

se han identificados numerosas enzimas que le confieren resistencia. TEM-

1 fue la primera penicilinasa encontrada con baja actividad frente a 

cefalosporinas. Posterior a esto se desarrollaron más betalactamasas a partir 

de una serie de mutaciones que afectan su centro activo (62). Las 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE) inactivan aminopenicilinas, 
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carboxipenicilinas, monobactámicos y cefalosporinas de cualquier 

generación, en la actualidad E. coli se convirtió en la principal portadora de 

BLEE, especialmente CTX-M. (63) 

 

 

Figura 5. Mecanismos de resistencia frente a antibióticos encontrados en E. coli 

 

Antibióticos con efecto sobre ácidos nucleicos 

Quinolonas: Este fármaco inhibe la actividad de la DNA girasa que se encarga del 

superenrollamiento del DNA para el empaquetamiento dentro de la célula. Esta 

acción es mediada por la concentración en el citosol bacteriano, en E. coli su 

transporte es por medio de porinas que atraviesan la envoltura.   
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Mecanismos de resistencia: 

• Modificación del sitio diana (Figura 5-b): Mecanismo identificado en 

E. coli, se basa en la expresión del gen qnr que codifican proteínas con 

pentapéptidos repetitivos posicionados en la estructura de la DNA girasa, 

impidiendo la interacción con la quinolona. (64) 

• Bombas de eflujo (Figura 5-d 5-e): La sobreexpresión de proteínas que 

permitan la salida activa del antibiótico, es otro mecanismo encontrado en 

E. coli. El sistema AcrAB-TolC es característico en la familia de 

enterobacterias. Además, la disminución de la permeabilidad celular, 

generando mutaciones que alteren las porinas para la permeabilidad de la 

membrana externa, es un mecanismo común que acompaña las bombas de 

eflujo (65). 

Antibióticos inhibidores de la síntesis de proteínas 

Aminoglucósidos: mecanismos de resistencia 

• Modificación del sitio diana (Figura 5-b): Existen dos mecanismos que le 

permiten conferir resistencia modificando el sitio blanco, por un lado, 

mutaciones puntuales en el ribosoma y por otro la metilación ribosomal en 

la posición G1405 debido a la presencia de genes armA, rmtA y rmtB. 

• Modificación enzimática del antibiótico (Figura 5-c): Son el mecanismo 

más frecuente de resistencia de los aminoglucósidos. La modificación del 

antibiótico mediado por enzimas (AAC-APH-ANT) catalizan reacciones 

que conllevan a la perdida de la actividad del antibiótico. (66) 
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Antibióticos inhibidores de la síntesis del folato 

Sulfonamidas y trimetoprim: Compuestos sintéticos que actúan sobre la ruta 

metabólica de la síntesis del folato. Las sulfonamidas son análogos del anillo p-

aminobenzoico y su actividad se basa en la competencia por la enzima 

dihidropteorato sintetasa. El Trimetoprim tiene la capacidad de unirse a otra 

enzima, la dihidrofolato reductasa, e impiden la oxidación del ácido dihidrofólico a 

tetrahidrofólico.  

Mecanismos de resistencia: 

• Modificación del sitio diana (Figura 5-b): La resistencia a estos fármacos se 

basa en la expresión de genes sul1, sul2 y sul3 que codifican la enzima 

mutante de dihidropteorato sintetasa que no pueden ser secuestrada por el 

antibiótico. Además, adquieren variedad de genes dfr que codifican 

diferentes formas de la enzima dihidrofolato reductasa (65) 
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿El efecto antibacteriano del péptido LfcinB (20-25)4 en aislados clínicos 

multirresistentes será igual o mayor al reportado en cepas de referencia ATCC? 
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3. HIPÓTESIS 

El péptido LfcinB (20-25)₄ presentará actividad antibacteriana contra aislados 

clínicos multirresistentes. 
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4. OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

 

Evaluar la actividad antibacteriana del péptido LfcinB (20-25)4 contra aislados 

clínicos multirresistentes de S. aureus y E. coli. 

 

Objetivos específicos 

I. Caracterizar microbiológicamente los aislados clínicos de E. coli y S. 

aureus. 

II. Determinar la concentración mínima inhibitoria del péptido LfcinB 

(20-25)₄ en los aislados clínicos multirresistentes.  

III. Determinar la concentración mínima bactericida del péptido LfcinB 

(20-25)₄ en los aislados clínicos multirresistentes. 

IV. Determinar si existe interacción del antibiótico ciprofloxacina y el 

péptido LfcinB (20-25)₄ en los aislados clínicos multirresistentes 

seleccionados. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Diseño metodológico 

Para dar cumplimiento a los objetivos de este proyecto se planteó el diseño 

metodológico que se muestra en la Figura 6.  

 

 

Figura 6. Diseño metodológico. Etapas de la investigación desarrollada. 

 

Este diseño metodológico contempló dos grandes etapas: en la primera se llevaron 

a cabo pruebas de identificación y caracterización de perfiles de resistencia 

corroborando la viabilidad, pureza e identificación de especie de los aislados 

clínicos. En la segunda etapa se determinó la actividad antibacteriana del tetrámero 

LfcinB (20-25)4 frente a los aislados clínicos, esta etapa involucró la evaluación de la 

concentración mínima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB) del péptido frente a 

todos los aislados clínicos ya identificados y clasificados. Adicionalmente se 

realizaron ensayos de interacción del péptido y un antibiótico, para esta prueba se 
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seleccionaron aislados sensibles al péptido y resistentes al antibiótico. Finalmente, 

en esta etapa se construyeron curvas de letalidad, para los aislados multirresistentes 

seleccionados. A continuación, se describen los métodos empleados durante el 

desarrollo de este proyecto 

5.2. Aislados clínicos bacterianos  

Se recibieron treinta y cuatro aislados clínicos de S. aureus y E. coli en medio de 

cultivo Skim Milk congelados, estos se obtuvieron del Instituto Nacional de 

Cancerología por medio de la Doctora Aura Lucía Leal, con previa identificación 

microbiológica y estudio de antibiograma que los clasificaba como resistentes a 

diferentes antibióticos. Para dar inicio al presente proyecto se corroboró el perfil de 

resistencia para todos los aislados, mediante el método de VITEK, análisis que fue 

realizado en un laboratorio clínico de referencia (IDIME). Los aislados se clasificaron 

como sensibles, resistentes y multidrogorresistentes, teniendo en cuenta los datos 

suministrados. 

5.3. Análisis de los aislados clínicos por técnicas microbiológicas  

Para la totalidad de los aislados clínicos se confirmó la pureza, viabilidad e 

identificación, para ello se sembraron en los siguientes medios de cultivo y se 

incubaron a 37° C por 24 h:  

 

• Agar nutritivo que es un medio de cultivo no selectivo y que aporta los 

nutrientes suficientes para el crecimiento de microorganismos tanto Gram 

positivos como Gram negativos. 
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• Agar Sangre para los aislados Gram positivos observando su reacción de 

hemólisis. 

• Agar McConkey para Gram negativos, corroborando la fermentación de 

lactosa. 

5.4. Caracterización de los aislados clínicos por espectrometría de masas 

MALDI-TOF 

La identificación de los aislados clínicos se realizó por medio de MALDI-TOF MS 

(matrix assisted laser desorption ionization-time of flight-mass spectrometry, en 

español: desorción/ionización láser asistida por una matriz con detección de masas 

por tiempo de vuelo), que permite generar un espectro de masas característico de 

cada especie microbiana. Una pequeña cantidad de colonia del pre-inóculo, se 

depositó uniformemente sobre la placa de acero dejando secar a temperatura 

ambiente, posterior a esto se agregó 1 µL de matriz, ácido α-ciano-4-hidroxicinamico 

(solución saturada), Figura 7. (67) 

 

 

Figura 7. Siembra de la muestra para análisis MALDI-TOF de los aislados (67) 

 

La placa (portamuestras) se colocó dentro de la cámara del equipo MALDI-TOF 

Biotyper y mediante disparos por el láser de nitrógeno, se ionizó la muestra, 

arrojando un espectro de masas que es comparado con la base de datos FlexAnalisis 

(68). Para la interpretación de los resultados se tuvo en cuenta el puntaje (score) 
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donde valores entre 2,300 a 3,000 representan alta probabilidad de identificación de 

especie, de 2,000 a 2,299 identificación segura del género y probable de la especie, 

de 1,700 a 1,999 identificación probable del género y 0,0 a 1,699 identificación no 

confiable (Tabla 2). Estos valores son obtenidos de la proporción de señales (m/z) 

adquiridas en el espectro de masas de los aislados, comparando con los espectros de 

la base de datos (69). Los espectros obtenidos para cada aislado son analizados por 

el software biotyper 3.1 y comparados, como resultado de este análisis, se generan 

gráficos, dendrogramas, que describen el agrupamiento aproximado de cepas por 

similitud de las proteínas ribosómicas (70). 

 

Tabla 2. Clasificación del puntaje (score) obtenido por MALDI-TOF (67) 

Puntaje (rango) Descripción Símbolos Color 

2,300 … 3,000 Identificación de especie: Altamente probable (+++) Verde 

2,000 … 2,299 
Identificación del género: segura 

(++) Verde 

Identificación de especie: Probable 

1,700 … 1,999 Identificación del género: Probable (+) Amarillo 

0,000 … 1,699 Identificación no confiable (-) Rojo 

 

5.5. Péptido LfcinB (21-25)4 

El péptido tetramérico LfcinB (21-25)4 fue sintetizado por el grupo de investigación 

SAMP utilizando la metodología de síntesis en fase sólida (SPPS) y la estrategia 

Fmoc/tBu. El péptido fue purificado por cromatografía en columna, RP-SPE y 

caracterizado por cromatografía líquida en fase reversa (RP-HPLC) y espectrometría 
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de masas MALDI-TOF. Esta molécula fue proporcionada por el grupo SAMP para 

la presente investigación. 

5.6. Actividad antibacteriana 

5.6.1. Concentración mínima inhibitoria 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) fue evaluada según CLSI por medio de 

microdilución en caldo con una placa de 96 pocillos (71). Se inició ajustando un pre-

inóculo bacteriano sembrado en Agar Tripticasa Soya e incubando a 37° C por 24 h, 

se suspendieron dos o tres colonias en solución salina estéril a 0,95% para ajustar la 

turbidez espectrofotométricamente a una escala de 0,5 McFarland y luego se diluyó 

a una concentración final de 5 × 105 UFC/mL en agua peptonada (72). Se dispensaron 

90 µL de caldo Mueller Hinton (MH) y 90 µL del péptido, los cuales fueron diluidos 

en soluciones seriadas desde 200 hasta 6,2 µg/mL (n=2) como lo indica la Figura 8.  

 

 

Figura 8. Distribución del plato multipozos para determinar la CMI. A1: Aislado #1 – A2: Aislado #2 – 

A3: Aislado #3  
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En los reportes de actividad antibacteriana es ideal que los resultados de CMI y CMB 

se encuentren en unidades µM, para tener en cuenta la masa del péptido tetramérico 

(4594,64).  A continuación se presenta  una tabla con las conversiones de µg/mL y 

µM del péptido tetramérico.  

Tabla 3.  Tabla de conversión de unidades de entre µg/mL y µM del péptido LfcinB (20-25)4 

µg/mL µM 

200 44 

100 22 

50 11 

25 5 

12,5 2,5 

6,25 1,25 

 

Para los controles se utilizaron, caldo MH con el inóculo bacteriano para corroborar 

el crecimiento de cada aislado (CC), con agua destilada como control negativo (C-), 

control del péptido con cepas de E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 (C+) y 

un control de esterilidad evaluando el agua destilada, agua peptonada y el caldo 

MH (CE). A continuación, se incubó a 37° C por 24 h, transcurrido este tiempo se 

realiza la lectura de crecimiento con densidad óptica de 620 nm. La CMI se define 

como la última concentración donde el péptido inhibe el crecimiento o desarrollo 

bacteriano (23).  

5.6.2. Concentración mínima bactericida 

La concentración mínima bactericida (CMB) se define como la mínima concentración 

donde se reduce el crecimiento bacteriano en un 99,9% y para determinarla, se 
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transfirió una pequeña parte del cultivo de la 2×CMI, CMI, y 0,5×CMI (Figura 9) de 

la placa de 96 pocillos en agar MH, se incubó a 37° C por 24 h.  

 

 

Figura 9. Plantilla de la caja de petri. Distribución de la CMB teniendo en cuenta la CMI del péptido 

y sus controles. 

5.6.3. Ensayo de interacción entre LfcinB (20-25)4 y ciprofloxacina 

El ensayo de interacción entre el antibiótico y el péptido tetramérico, se realizó por 

medio del método de tablero de ajedrez, el cual consiste en dispensar 25 µL de 

antibiótico y 25 µL de péptido a concentraciones de 2×CMI, 1×CMI, 0,5×CMI, 

0,25×CMI, 0,12×CMI y 0,06×CMI para cada uno (Figura 10), se adiciona 50 µL del 

inóculo bacteriano ajustado a la escala de 0,5 McFarland como se describió 

anteriormente. Posteriormente se realizó la primer lectura de absorbancias en el 

espectrofotómetro a la hora 0 y a la hora 24 posterior a la incubación por 37° C (73). 

Para los controles se utilizaron los mismos parámetros que el método de 

microdilución en caldo. 
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Figura 10.  Distribución de la placa en el método de tablero de ajedrez 

5.6.4. Curvas de letalidad 

Se realizaron curvas de letalidad a los aislados clínicos seleccionados, siguiendo el 

protocolo para determinar la actividad bactericida de agentes antimicrobianos con 

algunas modificaciones. En la placa multipozos, se adicionó 50µL del péptido 

tetramérico a concentraciones de 2×CMI, 1×CMI, 0,5×CMI, 0,25×CMI, 0,12×CMI y 

0,6×CMI en caldo MH. Posterior a esto, se dispensaron 50µL de inóculo bacteriano 

a una concentración de 5×105 UFC/mL. Se incubó a 37° C por 24h en el equipo 

Bioscreen a 600nm programado para una lectura cada hora (74). Se tuvieron en 

cuenta: el control de crecimiento, control de esterilidad y control positivo descritos 

anteriormente.  
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1. ETAPA 1 – Caracterización microbiológica 

Para el desarrollo de este proyecto se recibieron treinta y cuatro aislados clínicos en 

medio de cultivo de conservación Skim Milk, dieciocho aislados clínicos rotulados 

como Escherichia coli y dieciséis aislados clínicos como Staphylococcus aureus. Para 

caracterizar las cepas bacterianas recibidas, se sembraron los aislados Gram 

positivos en agar Sangre (48) y los Gram negativos en agar MacConkey, que permite 

determinar la capacidad que tienen estos microorganismos para fermentar 

carbohidratos.  

 

Para el 100% de los aislados de S. aureus en la coloración de Gram, se evidenciaron 

cocos Gram positivos, agrupados en racimos, además, se observó crecimiento 

óptimo en agar nutritivo y en agar sangre, las colonias presentaron una coloración 

marrón, redondas y cremosas, lo que es una característica esencial en esta especie. 

 

 Para los aislados clínicos Gram negativos se observó un crecimiento significativo 

en todos los casos una vez sembrado en agar nutritivo; en dieciséis de los cultivos 

se observaron colonias aisladas, medianas y circulares, con coloración rosada 

(Figura 11A), lo cual indicó que las bacterias son fermentadoras de lactosa, 

característica común dentro de la clasificación de E. coli. En dos aislados, se 

observaron colonias con una coloración amarilla, lo que nos permite definirlos como 

microorganismos no fermentadores de lactosa (Figura 11B). E. coli es un 
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microorganismo comensal, que se caracteriza por las múltiples variaciones 

biológicas presentando cepas inocuas y otras altamente patógenas. El proceso de 

identificación se realiza mediante pruebas bioquímicas y dentro de las cuales se 

encuentra la fermentación de lactosa y la descomposición de triptófano en indol 

(75), esto lo hace diferente de otros microorganismos asociados con infecciones del 

tracto urinario (76). Desde una perspectiva clínica, es importante obtener una 

identificación microbiológica correcta para llevar a cabo un tratamiento óptimo y 

no contribuir con el desarrollo de cepas resistentes; en este caso, el hecho que nos 

enfrentemos a cepas de E. coli no fermentadoras de lactosa nos permite pensar en 

que esta clasificación bioquímica puede llevar a errores y muestra quizás la 

posibilidad biológica de este microorganismo de presentar estos cambios, faltan 

estudios que describan la prevalencia de estos fenotipos atípicos de E.coli. Teniendo 

en cuenta esto, se realizó la identificación por medio del equipo MALDI-TOF MS ya 

que su metodología es basada en un sistema de identificación de proteínas (77) 

(independientemente de la fermentación de lactosa) y así aclarar cualquier 

discrepancia que se tuviera en su identificación.  

 

A continuación, se presentan algunos estudios disponibles que evalúan la 

prevalencia de cepas de E. coli no fermentadoras de lactosa (Lac-). En el año 1995 se 

reportaron los primeros casos de E. coli Lac- (atípicas), allí se informa una 

prevalencia del 12,4% de 210 aislados clínicos de pacientes en un hospital de la 

India, además concuerdan con fenotipos de bacterias resistentes a antibióticos 

principalmente frente a ampicilina (78) Un estudio del año 2003 detectó el 6,3% de 

E. coli Lac- de 220 aislados clínicos urinarios (79); en el 2010, de 1440 aislados clínicos 

de un Hospital de la India se informó el 9% de fenotipos atípicos, donde los 
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porcentajes más altos de resistencia antimicrobiana en esta cepas se encontraban 

frente a betalactámicos (89%), quinolonas y fluoroquinolonas específicamente a 

ofloxacina (85%) y ciprofloxacina (79%) respectivamente (80) y en el año 2016 de 110 

aislamientos identificados como E. coli el 3,6% pertenecían a microorganismos 

atípicos en muestras de orina (81).  

 

Otros estudios con entornos similares, reportan porcentajes cercanos a los 

anteriormente descritos, en el año 2017 evalúan la prevalencia de E. coli Lac – y su 

resistencia a antibióticos en mujeres embarazadas y recién nacidos, reportan 

porcentajes más altos de resistencia a betalactámicos como ticarcilina con ácido 

clavulánico (19%) y Sulfonamidas (10%) (82). La mayor prevalencia de no 

fermentadores se observó en el estudio de Chang y colaboradores en el año 2014, de 

166 cepas aisladas el 19,7% eran fenotipos atípicos, además encontraron porcentajes 

altos de resistencia especialmente en estos microrganismos, prevaleciendo la 

resistencia a ciprofloxacina (66,7%) (83). En los resultados de nuestro estudio, el 12% 

de aislados clínicos Gram negativos se identificaron como E. coli Lac- y pertenecían 

a los microorganismos con fenotipos multirresistentes, fueron resistentes a 

betalactámicos y cefalosporinas (ampicilina, ampicilina sulbactam, ceftazidima, 

ceftriaxona), aminoglucósidos (gentamicina), fluoroquinolonas (ciprofloxacino y 

norfloxacino) y sulfonamidas (sulfametoxazol-trimetoprim), estos resultados están 

relacionados con los estudios anteriormente descritos, el cual se asocia el fenotipo 

atípico con la resistencia antibióticos.  
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Figura 11. Fermentación de lactosa en algunos aislados clínicos de E. coli en agar MacConkey. 

Ejemplo de cultivos fermentadores (A) y no fermentadores (B) de lactosa.  

 

Para todos los aislados se realizó una evaluación de los perfiles de resistencia por 

medio del método de VITEK. En la Figura 12 se presentan los resultados obtenidos, 

los cuales permitieron clasificar los aislados como: sensibles, resistentes, 

multidrogorresistentes. 

 

El aumento más alarmante en la resistencia a los antibióticos en humanos en la 

última década, se ha relacionado con los mecanismos de resistencia de las bacterias 

que a menudo involucran la producción de enzimas que inactivan los antibióticos, 

como β-lactamasas y enzimas modificadoras de aminoglucósidos (68)(84). Las β-

lactamasas se describieron por primera vez en Staphylococcus aureus como factores 

que causan resistencia a la penicilina, dentro de este contexto, en la Figura 12-A, se 

puede evidenciar que todas las cepas bacterianas identificadas como S. aureus son 

productoras de betalactamasas y por consiguiente resistentes a la penicilina. 



 

 41 

Adicionalmente, el 50% de los aislados de S. aureus resultaron resistentes a 

tetraciclina, y uno de ellos también es resistente a eritromicina. Teniendo en cuenta 

los perfiles hallados con los antibióticos, los aislados de S. aureus se clasificaron como 

resistentes (87,5%) y multirresistentes (12,5%), como se resume en la Figura 12-B.  

 

A Código/AB BLEE CLI DAP ERY LZD NIT OXA P RIF SXT TEC TET VAN

1001 + >0,5 Resistente

1007 + >0,5

108751 + >0,5 Sensible

109095 + >0,5

109584 + >0,5 >16 Intermedio

110635 + 1 >0,5 >16

113754 + >0,5 >16 No realizado

117719 + >0,5 >16

118731 + >0,5 >16

120607 + >0,5 >16

122725 + >0,5

123629 + >0,5

124653 + >8 >0,5 >16

124688 + >0,5

129039 + >0,5 >16

130720 + >0,5

B CXM

AX

1002 >32 2 8 >32 >320

1004

1006 >32 + >64 >64 2 >64 >16 >32

1012 >32 16 >320

1016 >32 + >64 >64 2 >64 >16 >32 >320

109637 >32 16

117737 >32 >32

118664

119681 >32 64 16 >320

121807 >32 >64 2 16 16 >16 >16 >32 >320

129783 >320

129797 >32 32 >32

130822 >32 >320

201719 >32 >64 64 >32 >320

219609 >32 16 16 >320

220555 16

301755 >32 + >64 >64 >4 >64 >16 >128 >16 >32 >320

303818 >32 + >64 16 >4 >64 >16 >320

BLEE: Betalactamasas de espectro extendido

CEP: Cefalotina 

AK: Amikacina

AM: Ampicilina

CAZ: Cefatzidina

SXTCEF CIP CPE CTXCAZCódigo/AB AK AM BLEE CAX CXM ETP GEN MER NIT NOR SAM

CTX: Cefotaxina 

NOR: Norfloxacino 

OXA: Oxacilina

P: Penicilina

RIF: Rifampicina

SAM: Ampicilina/Sulbactam 

SXT: Trimetoprim /sulfametoxazol

TEC: Teicoplanina

CPE: Cefepime 

CAX: Ceftriaxona 

CXM: AX Cefuroxima axetilo 

CIP: Ciprofloxacino 

CLI: Clindamicina

VAN: Vancomicina

CXM: Cefuroxima 

DAP: Daptomicina

ERY: Eritromicina

ETP: Ertapenem 

GEN: Gentamicina 

LZD: Linezolid

MER: Meropenem 

NIT: Nitrofurantoina

TET: Tetraciclina

 

Figura 12. Clasificación de los aislados clínicos de (A) S. aureus y (B) E. coli. 
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Tabla 4. Clasificación de los aislados clínicos 

 

 

La clasificación de los aislados clínicos se resume en la Tabla 4. Nuestros resultados 

evidencian que los aislados de E. coli no fermentadores de lactosa, 301755 y 303818 

son multirresistentes y son adicionalmente los únicos aislados que presentan 

resistencia a Ciprofloxacina (CIP). Este resultado concuerda con estudios previos 

que señalan que el comportamiento como bacterias no fermentadoras de lactosa en 

aislados de E. coli puede estar relacionado con la resistencia que han desarrollado 

los microorganismos frente a los antibióticos, específicamente en el estudio realizado 

en Corea donde identificaron alta resistencia a ciprofloxacino en E. coli Lac-, 

probablemente por la deficiencia de la permeasa de lactosa codificada por el gen 

lacY. A diferencia de la tasa de producción de BLEE que fue similar a los 

fermentadores de lactosa (83). Nuestros resultados concuerdan con los estudios a 

nivel nacional y mundial, donde se indican las altas tasas de resistencia a los 

antibióticos betalactámicos y la producción de betalactamasas de espectro extendido 
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(68). Por otro lado, como se observa en la Tabla 4B, los aislados de E. coli se 

clasificaron como sensibles (dos), intermedios (uno), resistentes (nueve) y 

multirresistente (seis). 

 

En los últimos años, la espectrometría de masas (MS) MALDI-TOF ha demostrado 

ser una opción sólida para la identificación microbiana a través de la comparación 

de los perfiles de espectros de masas de las proteínas citoplasmáticas. Esta técnica 

proporciona una identificación más rápida que los métodos moleculares 

tradicionales, y su utilidad ha sido evaluada en muchos grupos taxonómicos, y se 

ha demostrado la viabilidad del análisis por MALDI-TOF para identificar y 

diferenciar patógenos bacterianos a nivel de especie (68)(84)(85)(86)(87)(88). Dentro 

de este contexto, una vez se corroboró la viabilidad de los treinta y cuatro aislados 

clínicos y se clasificaron según su resistencia a los antibióticos, se decidió analizar 

los aislados por espectrometría de masas MALDI TOF para la identificación de la 

especie, se empleó un equipo MALDI TOF y software Biotyper de Bruker 

Daltonics™. El sistema empleó valores de puntuación para comprobar la 

confiabilidad de la identificación, según lo descrito en la Tabla 5 (67). El 100% de los 

aislados se lograron identificar con puntajes altos (score), que varió entre 2,061 y 

2,459, indicando la alta probabilidad de identificación del género y la especie, en la 

Tabla 5 se presenta el puntaje obtenido para cada aislado, ordenados de menor a 

mayor.  
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Tabla 5. Puntaje de identificación por MALDI-TOF MS obtenido para los aislados 

clínicos 

 

 
 

Con los datos de los espectros de masas obtenidos por MALDI-TOF MS, para la 

identificación de los aislados, se realizó un análisis generando dendrogramas, que 

son representaciones gráficas que agrupan los datos (en conglomerados) en un 

diagrama en forma de árbol. Los datos se organizan en categorías según su similitud 

o diferencias entre los espectros de masas, entre más largo el cuadrado de 

similaridad, mayores diferencias existen entre los datos (89). El objetivo de esto, era 

saber si existía una clonalidad dentro de nuestros aislados clínicos Gram positivos y 

Gram negativos, teniendo en cuenta que venían de una misma institución. Para la 

realización de este gráfico se recomienda tener en cuenta valores de puntuación 

mayores de 2,000 (90), requisito que cumplen todos los datos generados para los 
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aislados. En las Figuras 13 y 14 se presentan los dendrogramas obtenidos para los 

aislados de S. aureus y de E. coli, respectivamente. 

 

 

Figura 13. Dendrograma obtenido del análisis MALDI-TOF MS de los aislados identificados como S. 

aureus 

 

En el dendrograma generado para los aislados identificados como S. aureus se puede 

evidenciar la agrupación de tres grandes conglomerados identificados con los 

números del 1 al 3 (Figura 13), estos están bien diferenciados de acuerdo con un corte 

arbitrario en el nivel de distancia 0,8; se empleó un grupo externo (outgroup) de E. coli 

que es el cuarto grupo con la distancia más alta, este se utiliza como un control de 

diferenciación.  
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En la Figura 14 se presenta el dendrograma generado para aislados de E. coli, donde 

se observan cuatro conglomerados (numerados de 1 a 4) usando el mismo nivel de 

distancia arbitrario de 0,8, además un grupo externo de S. aureus como control de 

diferenciación.  

 

Figura 14. Dendrograma obtenido del análisis MALDI-TOF MS de los aislados identificados como E. 

coli, conglomerados numerados del 1 al 4. 

 

Finalmente, los resultados del análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF de 

los aislados nos permiten corroborar que este método es muy eficaz para 

identificación bacteriana, determinando género y especie (91). Sin embargo, en 

ninguno de nuestros aislamientos Gram positivos, la asociación está relacionada 

netamente con los perfiles de susceptibilidad como se puede observar en la Figura 

13. Para los resultados en E. coli, se logran identificar dos aislados clínicos (303818 – 
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301755) que comparten en su mayoría su fenotipo (perfil de susceptibilidad y la 

deficiencia de fermentar lactosa) y se logran agrupar en un subgrupo con distancias 

muy cortas de similitud (Figura 14). En los aislados restantes, aproximadamente 

88,8% se logró observar asociaciones basadas en el perfil de susceptibilidad, es 

importante tener en cuenta otras características fenotípicas y genotípicas que los 

estén asociando con altas similitudes.  

 

6.2. ETAPA 2 – Actividad antibacteriana 

Desde 2015 el grupo de investigación SAMP ha venido evaluando la actividad 

antibacteriana de péptidos derivados de LfcinB, dentro de esta línea de investigación 

el grupo encontró que la polivalencia aumenta la actividad de los péptidos y 

particularmente sobresale la actividad del tetrámero LfcinB (20-25)4, que contiene en 

su estructura cuatro copias de la secuencia RRWQWR, reportada como motivo 

mínimo de actividad de LfcinB. Este péptido tetravalente o tetramérico ha 

presentado actividad bactericida y bacteriostática contra cepas de referencia Gram 

positivas y Gram negativas y ha presentado sinergia con algunos antibióticos 

(21)(36)(92)(22)(23). Adicionalmente, LfcinB (20-25)4, presentó actividad frente a 

algunos aislados clínicos de S. aureus, K. pneumonie y P. aeruginosa (41)(42). Dentro 

de este contexto, para este proyecto se evaluó la actividad antibacteriana de LfcinB 

(20-25)4 contra los aislados de S. aureus y E. coli identificados y clasificados según su 

perfil de resistencia a antibióticos.  Los resultados obtenidos de las CMI y CMB son 

tabulados y graficados en las Figuras 15 y 16.  
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6.2.1. Actividad antibacteriana de LfcinB (20-25)4 contra los aislados 

clínicos de S. aureus 

El tetrámero LfcinB (20-25)4 presentó una alta actividad antibacteriana contra los 

aislados clínicos de S. aureus, resistentes y multirresistentes, con valores de CMI 

entre 11 y 22 µM (Figura 15). Se puede observar que algunos aislados clínicos con 

patrones de resistencia clasificados como resistentes, tienen mayor sensibilidad al 

péptido presentando CMI de 11 µM en comparación con la cepa de referencia ATCC 

25923, casualmente aislados que son productores de betalactamasas han obtenido 

susceptibilidad a menores concentraciones del péptido que en comparación con 

otros; para el caso de cepas con resistencia a dos o más familias de antibióticos, entre 

ellas penicilinas, macrólidos y tetraciclinas, presentaron CMI de 22 µM como lo 

podemos observar en la figura 15, concentración que se mantiene al compararla con 

nuestra cepa de referencia.  
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Figura 15.  Concentración mínima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB) de LfcinB (20-25)4 contra a 

los aislados de S. aureus. 

 

Se puede observar que los aislados clínicos fueron sensibles al péptido a valores de 

CMI muy cercanos a la observada para la cepa de referencia S. aureus ATCC 25923 

(21). Esto permite sugerir que los mecanismos empleados por las bacterias para 

generar resistencia a los antibióticos no están bloqueando el mecanismo de acción 

del tetrámero. 

 

Los resultados de la determinación de la CMB, muestran que el tetrámero LfcinB 

(20-25)4 presenta efecto bactericida para catorce de los dieciséis aislados de S. aureus, 

con valores que varían entre 11 y 44 µM. Se encontró que el 56% de los aislados 

clínicos presentan una CMB de 44 µM, el 19%   un valor de 22 µM y el 12 % una 

CMB de 11µM; solo para los aislados clínicos 1007 y 109595, no se encontró efecto 

bactericida en la concentración máxima usada en el ensayo, 200 µg/mL (44 µM). En 

el caso de 109095, 117719, 109584 y 110635 se logró evidenciar que las 
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concentraciones inhibitorias lograban destruir la población bacteriana en un 99,9%, 

queriendo decir esto que conserva la CMI al tener un efecto bactericida. Los aislados 

108751 y 117719, presentaron la mayor sensibilidad a LfcinB (20-25)4, el primer 

aislado está clasificado como resistente a penicilina y el segundo como 

multirresistente (penicilina y tetraciclina), estos dos aislados están en el 

conglomerado o grupo 3 del dendrograma generado con los datos del análisis por 

MALDI-TOF MS (Figura 13).  

 

La evaluación de la actividad del péptido tetramérico contra cepas de referencia (S. 

aureus ATCC 25923) fue evaluada por Vargas y colaboradores (21)(23), y se 

determinaron los valores de CMB de 22 y 25 µM y la actividad bacteriostática del 

tetrámero fue de  22 µM y bactericida de 44 µM. Vega y colaboradores en el año 2018 

determinaron la CMI: 5 µM y CMB: 44 µM del tetrámero frente a aislados resistentes 

de S. aureus (oxacilina y clindamicina) (41), en otro estudio realizado por el mismo 

grupo de investigación evaluaron el péptido tetramérico frente a cepas de referencia 

de S. aureus resistente a meticilina (ATCC 33591), se reportaron valores de CMI y 

CMB de 12,5 µM (42), valores cercanos a los resultados hallados en nuestro estudio, 

el cual los aislados clínicos con fenotipos sensibles, resistentes y multirresistentes 

son susceptibles a CMI y CMB que varía entre 11 µM y 44 µM. 

 

En 2010, se hizo la evaluación de un péptido derivado de la Lactoferricina Bovina 

LfcinB (17-30): FKCRRWQWRMKKLG frente aislados clínicos de S. aureus 

resistentes a meticilina (MRSA), en este caso reportan una CMI de 40 µM, lo que nos 

permite sugerir que la polivalencia del péptido tetramérico hace un efecto 
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antibacteriano mayor frente a aislados clínicos con fenotipos resistentes y 

multirresistente que péptidos lineales (93) 

6.2.2. Actividad antibacteriana de LfcinB (20-25)4 contra los aislados 

clínicos de E. coli 

El péptido LfcinB (20-25)4 presentó alta actividad antibacteriana contra los aislados 

clínicos de E. coli, se obtuvieron CMIs entre 5 µM y 22 µM (Figura 15),  

específicamente, (i) para los aislados clasificados como fenotipos sensibles se 

encontraron valores de CMIs de 5 µM  y  22 µM; (ii) para los aislados resistentes a 

familias de las penicilinas, cefalosporinas de I generación y a sulfonamidas, se 

hallaron valores de CMIs de 5 µM a 22 µM y (iii) todos los aislados multirresistentes 

fueron sensibles al péptido (CMIs = 11 µM) teniendo mayor susceptibilidad que las 

cepas de referencia ATCC 25922 y 11775; (iv) en la Figura 15 se aprecia que tres (1004, 

130822 y 109637) de dieciocho aislados obtuvieron la misma concentración 

inhibitoria que las cepas de referencia evaluadas, este resultado se asocia con el perfil 

de susceptibilidad para cada uno de ellos, pues nuestras dos cepas de referencia 

poseen características de sensibilidad a todos los antibióticos, lo que sucede con uno 

de los aislados; (v) aislados clínicos con fenotipos atípicos (No fermentación de 

lactosa) tienen mayor sensibilidad al péptido que cepas ATCC. No ha sido descrito 

en la literatura ningún comportamiento que asocie las características genotípicas o 

fenotípicas de aislados clínicos, con el hecho de ser más susceptibles a péptidos 

antimicrobianos como lo observamos en nuestros resultados, una de las hipótesis 

propuestas es el hecho que sean aislados clínicos y como factores de virulencia 

expresen estructuras que conlleven a una mejor atracción electrostática y por ende 

ser más susceptibles al péptido.  
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Figura 16. Concentración mínima inhibitoria y bactericida (CMI  y CMB) de LfcinB (20-25)4  contra a 

los aislados de E. coli. Cepas de referencia, datos tomados de (22)(23). 
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Adicionalmente, se evidenciaron resultados muy particulares e interesantes, dentro 

del grupo de los aislados multirresistente el 1016 fue el más sensible al tetrámero 

(CMI = 5 µM), este aislado presenta resistencia a familias de penicilinas, 

cefalosporinas de III y IV generación, betalactámicos, fluoroquinolonas y 

sulfonamidas. Los aislados clasificados como resistentes, que presentaron la mayor 

sensibilidad a LfcinB (20-25)4 con CMI de 5 µM fueron, 117737 y 129797 que son 

resistentes a la familia de penicilinas (AM y SAM) y se encuentran en el 

conglomerado 2 del dendrograma generado para los aislados de E. coli; 129797 y 

129783 con resistencia a SXT: Trimetoprim /sulfametoxazol (Figura 14). 

 

En los experimentos de determinación de la CMB para los aislados de E. coli, se 

encontró que el tetrámero presenta actividad bactericida para dieciséis de los 

dieciocho aislados, con valores entre 11 µM y 44 µM; solamente para los aislados 

118664 y 119681 no fue posible determinar la CMB del péptido dentro de las 

concentraciones evaluadas. Para el análisis de los resultados de CMB se agruparon 

los valores de menor a mayor, y se pudo evidenciar que la actividad bactericida más 

alta la tuvo el péptido frente al aislado intermedio 220555 y el resistente 129797. El 

aislado resistente a familias de penicilinas y sulfonamidas fue sensible al efecto 

bactericida del péptido a concentraciones de 11 µM (aislado 1012), a esta 

concentración también se tuvo un efecto bactericida para los aislados 

multirresistentes 1016 y 201719. El 44,4% de los aislados presentaron un valor de 

CMB de 22 µM, tanto para cepas con características de sensibilidad (1004 y 220555), 

resistencia (129783, 117737, 129797, y 219609) y multirresistencia (201719 y 301755).  

Para el 33,3% de los aislados se encontró un efecto bactericida del tetrámero a 

concentraciones de 44 µM, principalmente en cepas multirresistentes (1002, 1006, 
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303818, 121807). A manera de ejemplo se muestra el resultado obtenido para el 

aislado E. coli 301755, Figura 17. 

 

Figura 17. Determinación de la concentración mínima bactericida (CMB) de LfcinB (20-25)4 contra el 

aislado E. coli 301755  

 

En términos generales los aislados clínicos de E. coli presentaron mayor sensibilidad 

al tetrámero, que los de S. aureus, este resultado concuerda con reportes previos 

(Tabla 1) (20)(21)(23), donde se demostró que esta molécula presenta menor 

actividad antibacteriana contra cepas de referencia Gram positivas, como S. aureus 

ATCC 25922 y E. faecalis ATCC 29212 (92)(21)(23). Este comportamiento ha sido 

estudiado en algunos péptidos antimicrobianos, donde se menciona que sus cargas 

positivas tienen mejor afinidad frente algunas cepas que otras, la posible razón es la 

carga negativa que aporta la composición lipídica de estos microorganismos, 

especialmente en los lipopolisacáridos (LPS) (40)(94).  
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Desde los años 90´ se ha estudiado los posibles mecanismos que pueden desarrollar 

los péptidos antimicrobianos, en el año 1998 demuestran que los análogos del 

triptófano se unirían en la interfaz de las bicapas lipídicas(95) (96), teoría que 

concuerda con datos anteriores donde se sugiere que este tipo de aminoácidos tienen 

preferencia por la interfase de las membranas (97), esto hace pensar en el papel 

fundamental que desempeña el triptófano en la unión con esta envoltura. Schibli y 

colaboradores en el año 1999 indican que los residuos de triptófano están anclados 

en la región interfacial de la micela (19), mientras que los residuos de arginina 

sobresalen para interactuar con las cargas negativas de las mismas (98).  

 

Otro reporte publicado en el año 2001, propone un mecanismo de acción intracelular 

identificando los sitios de unión iniciales (LPS y Ácidos teicoicos), en este caso se 

realiza el estudio con cepas de E. coli y S. aureus  marcando el péptido de la 

Lactoferricina Bovina con anticuerpos policlonales, los datos demuestran la 

presencia del péptido en el citoplasma de las células bacteriana evaluadas, a lo largo 

del tiempo existió una disminución de la concentración citoplasmática, proponiendo 

mecanismos como la degradación enzimática o la activación de bombas de eflujo. 

(99) 

 

En conclusión, no existen hallazgos puntuales que nos permita conocer el 

mecanismo de acción del péptido de la Lactoferricina Bovina frente a células 

bacterianas, esto nos permite crear nuevas expectativas investigativas que nos 

ayuden a esclarecer este tema que no está del todo descrito. 
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Por otro lado, este estudio confirma que el tetrámero tiene un amplio espectro de 

acción ya que presenta actividad contra bacterias Gram negativas y Gram positivas, 

hallazgo que había sido evidenciado en otros reportes (41)(42)(23). Además, se 

evidencia concordancia con los resultados reportados en el estudio de Vargas et al. 

2019 (23),  donde fue evaluada la cepa de E. coli ATCC 43827, que posee 

características similares a los aislados clínicos que expresa β-lactamasas quien le 

proporciona la resistencia a antibióticos betalactámicos y fenotipos atípicos como 

lactosa permeasa deficiente. Los resultados muestran una CMI: 5µM y CMB: 44µM, 

valores muy cercanos a los obtenidos con los aislados 303818 Y 301755.  En el año 

2010, Flores y colaboradores evalúan la actividad del péptido lineal LfcinB (17-30) 

frente a cepas de E. coli multirresistente reportando una CMB de 40 µM (93), Vergis 

y colaboradores en el 2020 obtienen CMI y CMB de 32 µM frente al mismo péptido 

(100). Esto reitera que la actividad de péptidos polivalentes como el tetrámero 

derivado de la Lactoferricina Bovina tiene mejor efecto inhibitorio en comparación 

con otros péptidos evaluados.    

 

Adicionalmente se ha reportado que las cepas de referencia de E. coli (ATCC 25922 

y 11775) presentan sensibilidad a este tetrámero con valores de CMI y CMB muy 

cercanos (5 µM - 44 µM) a los hallados para los demás aislados clínicos trabajados 

en esta investigación.  

 

Nuestros resultados indican que LfcinB (20-25)4 es un péptido promisorio con una 

actividad antibacteriana contra aislados clínicos tanto Gram positivos como Gram 

negativos, esta molécula presentó un efecto inhibitorio frente a cepas clínicas de E. 

coli y S. aureus con perfiles de resistencia, sensible, resistente y 
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multidrogorresistentes. Estos datos, nos permiten afirmar que el péptido LfcinB (20-

25)₄ presenta actividad antibacteriana contra aislados clínicos multirresistentes, 

obteniendo sensibilidad igual o mayor en comparación con las cepas ATCC, 

afirmación que corresponde a la hipótesis planteada en nuestro proyecto.  

6.2.3. Determinación del efecto bacteriostático y bactericida de LfcinB 

(20-25)4 contra aislados clínicos de E. coli con fenotipo atípico. 

Para esta etapa se emplearon los aislados mutirresistentes de E. coli 303818 y 301755 

y se evaluó la cinética de la actividad antibacteriana del tetrámero cada hora, por 24 

horas. Se usaron diferentes concentraciones de LfcinB (20-25)4 que variaron entre 

0,25 y 4 veces la CMI, determinada previamente para cada aislado. Las curvas de 

letalidad se presentan en la Figura 18.  

 

Para esta técnica se tuvieron en cuenta dos controles: (i) control de crecimiento, para 

los dos aislados se observa que presentaron claramente las fases de latencia, 

exponencial o logarítmica y la estacionaria; este control garantiza que las cepas 

bacterianas son viables y crecen de forma normal (curvas en color rojo), y (ii) control 

de esterilidad, donde no se observó crecimiento bacteriano (CT, curvas en verde) 

esto garantiza la esterilidad de la técnica. Además, se evaluó la curva del aislado 

clínico al estar en presencia con el antibiótico de ciprofloxacino y corroborar su 

resistencia. 
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Figura 18. Curvas de letalidad. Péptido LfcinB (20-25)4 contra el aislado E. coli 301755 (A) y contra el  

aislado E. coli 303818 (B). 

 

Para el aislado E. coli 301755  (Figura 18A), el péptido a una concentración de 0,5 × 

CMI (2,5 µM, curva negra) logra inhibir la fase adaptativa hasta las 15 horas 

aproximadamente, posterior a este tiempo la cepa inicia su fase exponencial y las 24 

horas logra disminuir la población bacteriana en comparación con el control de 

A 

B 
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crecimiento, este comportamiento indica que el péptido tiene un efecto 

bacteriostático a esas concentraciones. Para valores de concentraciones de la CMI 

(11µM) y 2×CMI se observó un efecto bactericida (curvas naranja y amarilla), lo que 

concuerda con las pruebas de susceptibilidad.  

 

Para la cepa de E. coli 303818 (Figura 18B), se encontró que el tetrámero tiene un 

efecto bacteriostático al emplear una concentración de 11 µM (CMI, curva amarilla), 

haciendo que la fase adaptativa se inhiba las primeras 5 horas aproximadamente. A 

concentraciones de 2×CMI y 4×CMI el efecto es bactericida (curvas azul y roja). 

Estas curvas de letalidad nos permiten afirmar que el péptido LfcinB (20-25)4 contra 

el aislado E. coli 301755 presenta un efecto bacteriostático y bactericida a 

concentraciones de 2,5 µM y 11 µM, respectivamente; este aislado fue el que 

presentó mayor multidrogorresistencia, específicamente a diez antibióticos de los 

probados. Para el aislado E. coli 303818 se encontró que el tetrámero tiene un efecto 

bacteriostático a concentración de 11 µM y bactericida a 22 µM. 

 

Por otro lado, en la evaluación con el antibiótico, pudimos evidenciar el crecimiento 

del aislado clínico a una concentración de 0,4µg/mL, concentración reportada por la 

guía CLSI para la inhibición de microorganismos identificados como E. coli, esto nos 

afirma la resistencia que posee este aislado clínico.  

 

6.2.4. Ensayo de interacción entre LfcinB (20-25)4 y ciprofloxacina  

Adicionalmente, se realizaron ensayos para conocer si estos microorganismos, una 

vez expuestos al antibiótico y expresando su mecanismo de resistencia, lograban 
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reducir la actividad del péptido LfcinB (20-25)4, para este experimento se 

seleccionaron dos aislados de E. coli: el aislado 303818 que tiene un perfil de 

resistencia a AM, CPE, CAX, CIP, NOR, SXT y el 301755 resistente a AM, SAM, CPE, 

CAZ, CAX, CIP, GEN, NIT, NOR, SXT; ambos aislados obtuvieron fenotipos atípicos 

no fermentadores de lactosa y son los únicos resistentes a Ciprofloxacina (CIP). Para 

el ensayo se seleccionó como antibiótico el ciprofloxacino por dos razones, la 

primera es debido a los niveles altos de resistencia que se obtuvieron frente a este 

antibiótico y además, teniendo en cuenta la revisión bibliográfica, la posible 

asociación entre la resistencia a este antibiótico y la deficiencia del operón Lac (79) 

(82) (83).  

 

Las pruebas se llevaron a cabo por medio del método de tablero de ajedrez y para la 

interpretación nos basamos en la metodología propuesta por Bonapace C. et al 2002 

(101) donde CMIp correspondía a la CMI del péptido y CMIA a la del antibiótico 

evaluado. 

 

Los resultados fueron evaluados a diferentes concentraciones del péptido y del 

antibiótico, teniendo en cuenta la CMI para cada uno. Para el aislado 303818 se 

determinó que la CMIA es 7,8 µg/mL y para el aislado 301755 la CMI del antibiótico 

fue 62,5 µg/mL, concentraciones muy altas y alarmantes para este antibiótico; estos 

valores corroboran la resistencia a esta fluoroquinolona (Figura 19).  

 

Por otro lado, y teniendo en cuenta que en estudios previos se reportó sinergia frente 

a cepas de referencia entre ciprofloxacino y el péptido tetramérico, se corroboró si 

se mantenía este comportamiento evaluando los aislados clínicos multirresistentes. 
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Figura 19-A. Determinación de la competencia entre LfcinB (20-25)4 y ciprofloxacina para el aislado 

303818. 

 

 

Figura 19-B. Determinación de la competencia entre LfcinB (20-25)4 y ciprofloxacina para el aislado 

301755. 

 

Para los dos aislados evaluados no se observó que en presencia del antibiótico se 

afectara la actividad del péptido, además no se observaron efectos sinérgicos en esta 

combinación con CIF de 1,2 para el aislado clínico 301755 y CIF de 1,1 para la cepa 

303818 (efecto indiferente), es también es importante resaltar que el antibiótico no 
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presenta efecto antagonista en combinación con el péptido, lo que permite sugerir 

que a futuro en una terapia se podría usar simultáneamente este antibiótico y el 

péptido, sin que la acción de este último se vea afectada por la ciprofloxacina. 

 

Estudios previos, mostraron efecto sinérgico entre el péptido tetramérico LfcinB (20-

25)4 y ciprofloxacino, frente a P. aeruginosa ATCC 27853  y de S. aureus ATCC 25923 

(23), cabe resaltar que no existen estudios donde se evalúe la interacción del péptido 

con  antibióticos en  E. coli, ni estudios donde se determine la sinergia de péptidos 

derivados de la Lactoferricina bovina y antibióticos frente aislados clínicos. En los 

estudios a continuación, se ha evaluado el efecto de interacción de la LfcinB con 

antibióticos, esos datos mostraron un efecto sinérgico en combinación con 

ciprofloxacino y ceftazidima para cepas Gram negativas, con CIF entre 0,63 y 0,75, y 

un efecto indiferente en combinación con gentamicina. Para cepas Gram positivas, 

el resultado fue más variado, obteniendo efecto sinérgico en combinación con 

ciprofloxacino con una CIF de 0,75, y efecto indiferente en combinación de 

ceftazidima y gentamicina (58).  
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7. Conclusiones 

Se observaron los altos niveles de resistencia a antibióticos para cepas de E. coli y 

S. aureus, con una mayor frecuencia a las familias de penicilinas, betalactámicos y 

sulfonamidas, lo cual mostraron una alta concordancia con los fenotipos de 

resistencia reportados por la OMS. 

  

Los ensayos microbiológicos realizados permiten identificar el 12% de E. coli Lac- 

siendo estos aislados los que poseen mayores porcentajes de resistencia y los únicos 

resistentes a ciprofloxacino.  

  

El péptido tetramérico LfcinB (20-25)4 mostró actividad frente aislados clínicos 

sensibles, resistentes y multidrogorresistentes, de microorganismos bacterianos 

Gram positivos y Gram negativos, en concentraciones cercanas a las encontradas 

contra cepas de referencia. Lo que responde a nuestra pregunta de investigación y 

se encuentra en concordancia con la hipótesis. 

 

El péptido tetramérico contra aislados seleccionados de E. coli (Nº 303818 – Nº 

301755) mostraron efecto bactericida a concentraciones bajas a las 24 horas. 

 

Al combinar la ciprofloxacina con el tetrámero, que probablemente este aislado logre 

ser estimulado y exhibir los mecanismos de resistencia, no se evidencia represión de 

la acción del péptido.   
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Este trabajo permitió demostrar que el péptido tetramérico LfcinB (20-25)4 es un 

posible candidato como tratamiento alternativo para infecciones causadas por 

microorganismos multirresistentes Gram positivos y Gram negativos.  

 

 

8. Perspectivas  

 

La rápida aparición de microorganismos multirresistentes y el acelerado 

aumento de mortalidad a nivel mundial, nos enfoca a profundizar en las posibles 

alternativas terapéuticas. Basados en los resultados obtenidos en este trabajo, 

donde se refleja que el tetrámero es un péptido promisorio para la actividad 

antimicrobiana de diferentes fenotipos en S. aureus y E. coli y teniendo en cuenta 

en la cantidad limitada de hallazgos disponibles en la literatura, nos permiten 

pensar en futuras investigaciones que incluyan i) el mecanismo del péptido 

tetramérico que nos permita esclarecer la mayor susceptibilidad de los aislados 

clínicos resistentes y multirresistentes frente a cepas ATCC, ii) Realizar ensayos 

de interacción con otros antibióticos y mayor cantidad de aislados clínicos 

resistentes y multirresistentes de estas y otras especies, iii) Evaluar in vivo la 

actividad del péptido tetravalente frente aislados clínicos con diferentes 

fenotipos; y por último y no menos importante iv) Profundizar en la prevalencia 

de microorganismos con fenotipos atípicos para conocer su comportamiento y 

posible susceptibilidad frente a péptidos derivados de la Lactoferricina Bovina. 
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