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Resumen

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) constituyen una alternativa terapéutica para
el desarrollo de tratamientos de enfermedades infecciosas, que podrian
contrarrestar el ascendente niimero de microorganismos resistentes a antibioticos
que han incrementado el problema de salud publica a nivel mundial. La OMS en el
ano 2018, reporto la aparicion 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 antibidticos de primera linea, evidenciando la ineficacia de los farmacos
utilizados comuinmente. Como una estrategia para ampliar las alternativas
terapéuticas los péptidos derivados de la Lactoferricina Bovina (LfcinB), que
contienen el motivo minimo de actividad antimicrobiana RRWQWR, han sido
evaluados contra cepas de referencia Gram positivas y Gram negativas, esta
investigacion ha permitido enfocar el péptido tetramérico LfcinB (20-25)s+ con
actividad antibacteriana promisoria. Dando continuidad a esta investigacion, en el
presente trabajo se evaluo la actividad antibacteriana de LfcinB (20-25)s contra
aislados clinicos de S. aureus y E. coli los cuales presentan diferentes perfiles de
resistencia. Se determiné que el péptido tetramérico presenta actividad contra los
aislados clinicos evaluados, con Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) en el
rango de 11 uM a 22 uM para bacterias Gram positivas y 5 uM a 22 uM para Gram

negativas; estos resultados muestran que este péptido LfcinB (20-25)s con actividad



antibacteriana, tanto en cepas de referencia como en aislados clinicos, es una

alternativa viable para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

Palabras claves: Lactoferricina Bovina, actividad antibacteriana, aislados clinicos

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)s 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 TOEF. The activity of this peptide was
demonstrated against the clinical isolates evaluated, having a minimal inhibitory
concentration (MIC) within the range of 11 — 22uM for Gram-positive bacteria and 5
— 22uM 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)s with

Vil



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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INTRODUCCION

La organizacion mundial de la salud (OMS) ha clasificado la resistencia
antimicrobiana como uno de los problemas de salud publica mas dificil de controlar
debido al uso indiscriminado de los antibidticos, 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 Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé una
lista de microorganismos resistentes que representan una amenaza para la salud
humana y para los cuales existe una necesidad prioritaria de desarrollar nuevos
antibidticos. Para la construccion 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 investigacion para el
desarrollo de nuevos agentes antibacterianos, la lista se dividio en tres niveles de
necesidad de desarrollo de antibidticos: critico, alto y medio. El grupo critico esta
compuesto por bacterias Gram-negativas, especificamente Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y la familia Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos y
cefalosporinas de tercera generacion (2). En los ultimos anos, los expertos han
advertido sobre la dificultad de combatir las bacterias Gram negativas (3)(4) . Las
autoridades sanitarias de todo el mundo estan 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
ano 2018, indicd que bacterias como Escherichia coli'y Staphylococcus aureus presentan

resistencia frente a los antibidticos de primera linea y son clasificados como cepas



multirresistentes evidenciando la ineficacia de los antibidticos a nivel global (7). En
Colombia para el afio 2018, el Ministerio de salud reporto la tasa de resistencia a los
antibidticos para S. aureus entre 35% al 71% en aislamientos de pacientes en la
unidad de cuidados intensivos (UCI) en 34 hospitales de Bogota (8)(9). En Gram
negativos se registro resistencia con un porcentaje alto en carbapenémicos y en E.
coli se ha medido primordialmente la resistencia a cefalosporinas de tercera

generacion y fluoroquinolonas (10).

Para superar esta problematica 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 numero variable de aminodcidos y se encuentran en
procariotas y eucariotas. Los PAMs hacen parte de la respuesta inmune innata por
lo que desempenan un papel importante en la resolucion de la mayoria de las
infecciones causadas por virus, bacterias, parasitos y hongos. También, presentan
mecanismos de accidn que generan menos resistencia que los farmacos
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 glicoproteina de aproximadamente 80 kDa perteneciente
a la familia de las transferrinas por su union al hierro, que ha presentado accién
antimicrobiana, antifingica, antiviral y anticancerigena (13), esta proteina se

encuentra principalmente en la leche, lagrimas, saliva y otros fluidos corporales



exocrinos. La Lactoferricina bovina (LfcinB) es un péptido antimicrobiano de 25
residuos (YFKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF*), que se produce por la
hidrdlisis de la Lactoferrina Bovina (LFB) generada por la pepsina gastrica (14)(15).
Este péptido ha presentado actividad antibacteriana tanto contra bacterias Gram
positivas como Gram negativas, también presenta actividad contra hongos,
parasitos, virus y células tumorales (16)(17)(18). La LfcinB y fragmentos mas cortos
derivados de este péptido han presentado igual o mayor actividad antibacteriana
que la LFB; adicionalmente, se ha logrado identificar el motivo minimo de actividad

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

En 2015, el grupo de investigacion de Sintesis y Aplicacion de Moléculas Peptidicas
(SAMP) estudio la actividad antibacteriana de 20 péptidos cortos derivados de
LfcinB que contenian la secuencia RWQWR. Los péptidos fueron disefiados para
establecer si la actividad antibacteriana podria verse afectada por introduccion de
aminodcidos no naturales, sustituciones puntuales de aminodacidos, secuencias
truncadas, y / o presentacion de varias copias del residuo minimo, especificamente
una secuencia palindromica y una tetramérica. La actividad antibacteriana fue
probada contra cepas de referencia, entre estas E. coli ATCC 25922 y E. faecalis ATCC
29212; se encontrd que el péptido tetramérico, LfcinB (20-25)4, presentd la mayor
actividad antibacteriana para las dos cepas evaluadas con concentraciones minimas
inhibitorias (CMIs) de 5 y 11 uM, respectivamente. Este resultado sugirié que
multiples copias de la secuencia RRWQWR, motivo minimo de actividad de la
LfcinB, podrian mejorar la actividad antibacteriana (20). Los estudios realizados por
el grupo SAMP mostraron que este tetrdmero presenta actividad contra bacterias

Gram negativas, E. coli (ATCC 11775, ATCC 25922, ATCC 43827), S. maltophilia



(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 encontrd que el tetramero LfcinB (20-25)s: (i) es un péptido de
amplio espectro de accion con valores de CMIs entre 5 y 44 uM; (ii) presenta
actividad bacteriostatica para bacterias Gram positivas y Gram negativas; (iii) posee
un efecto sinérgico con ciprofloxacina y vancomicina (E. coli y S. aureus), haciendo
que estos antibioticos presentaran una disminucién en sus CMlIs 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 clinicos,
en este estudio se evalud si el péptido tetramérico LfcinB (20-25)4 tenia actividad
antimicrobiana frente a cepas clinicas con fenotipos multirresistentes, obtenidos del

Instituto Nacional de Cancerologia.



1. MARCO TEORICO

1.1. Péptidos antimicrobianos

El surgimiento cada vez mas frecuente de poblaciones microbianas resistentes a
antibioticos y a los nuevos farmacos utilizados en la terapia moderna, es considerado
como un problema de salud publica (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 antibioticos y esto ha aumentado los porcentajes de mortalidad en el
mundo (25)(26). El estudio de diferentes alternativas para combatir esta
problematica se ha convertido en un reto para la humanidad, en las tiltimas décadas
ha surgido interés por los PAMs debido a sus multiples mecanismos de accion, su
amplio espectro de actividad y su baja toxicidad ya que hacen parte del sistema
inmunoldgico innato (15)(27). Los PAMs son péptidos que contienen entre 8 a 50
residuos de aminodcidos, los cuales han sido aislados en bacterias, hongos, insectos,
plantas, humanos y animales, y son la primera linea de defensa (28) de los
organismos. Sus caracteristicas mas relevantes son: moléculas anfipaticas con
multiples residuos hidréfobos y con amplio espectro antimicrobiano (15). Dentro de
los PAMs existen (i) péptidos anidnicos, (ii) catidnicos, (iii) aniénicos y catidnicos
que contienen cisteina y forman puentes disulfuro, y (iv) péptidos aniénicos y

catidnicos de proteinas con actividades antimicrobiana como la LfcinB (24).



1.2. Lactoferricina Bovina

La Lactoferricina Bovina se obtiene como producto de la hidrélisis de la proteina
Lactoferrina Bovina, este péptido ha sido identificado en diferentes secreciones
como las lagrimas, la saliva, la leche y el suero (29). En 1992 se report6 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 afios 90 se ha estudiado el mecanismo de
accion de los péptidos derivados de la Lfcin, en un principio se creia 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 interaccion electrostatica de los
residuos catidnicos 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 mostrd
mayor actividad contra E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923, con valores de
la concentracion minima inhibitoria (CMI) de 10 uM (17). Vorland y colaboradores
en 1999 reportaron el efecto sinérgico parcial entre la LfcinB con antibi6ticos 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 absorcion de antibioticos a través tanto de la pared como de la membrana celular
(33). La LfcinB, adicionalmente ha mostrado actividad contra hongos, parasitos y
virus (34), y se ha reportado que posee actividad citotoxica contra diferentes lineas

celulares derivadas de cancer (22).



La LfcinB contiene 25 aminodacidos ("FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF*), es
una estructura ciclica (bucle) ya que forma un puente disulfuro gracias a los dos
residuos de cisteina que posee (Figura 1) (35). La secuencia RRWQWR, residuos 20
al 25, se ha identificado como el motivo minimo con actividad antibacteriana (20)(36)
(37). El mecanismo asociado a la actividad antibacteriana de la LfcinB se basa en la
interaccion electrostatica de las cargas positivas del péptido con las cargas negativas
de la pared y membrana bacteriana, especificamente en bacterias Gram positivas con
el acido teicoico y en Gram negativas con los lipopolisacdridos (38), posterior a esto
los residuos hidrofdbicos (triptéfano) causan disrupcion de la bicapa lipidica

causando lisis celular (23)(39).

Figura 1. Estructura de la LfcinB. La LfcinB presenta una estructura de bucle unido por puentes de
disulfuro, la numeracién corresponde a la posicién en la proteina original (LFB), el motivo minimo
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)s: (RRWQWR)2K-Ahx-C)2 es un péptido que contiene cuatro copias
del motivo minimo de actividad reportado para la LfcinB (Figura 2). Para la
obtencion de esta molécula se sintetiza en fase s6lida un dimero que contiene una

cisteina en el extremo C-terminal, un espaciador dcido 6-aminohexanoico (Ahx), y
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una lisina que gracias a sus grupos NHx, en las posiciones a y ¢, permite construir
simultdneamente dos copias de la secuencia RRWQWR. EI dimero es purificado y

luego mediante una oxidacion se genera una tnica especie tetramérica (23).

Motivo minimo 2
! Espaciador (Ahx)

(0]

T s I

LfcinB (20-25), Phentadisiltiio Motivo minimo

Figura 2. Estructura del tetrdmero LfcinB (20-25)s+. La estructura del LfcinB (20-25)4 contiene cuatro
copias del motivo minimo de actividad. En rojo se representan los aminoacidos de carga positiva,

adaptado de Ledn M. et al 2015 (20).

En el 2015 se reporto la sintesis del tetrdmero y el efecto antibacteriano de esta
molécula contra E. coli ATCC 25922 y E. faecalis ATCC 29212 que present6 una CMI
de 5y 27 uM respectivamente (20), este resultado sugirio 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 (VFKCRRWQWRMKKLGA?®) y tres
péptidos polivalentes (un dimero, un tetrdmero y un palindromo) que contienen la
secuencia RWQWR. Los péptidos polivalentes presentaron la mayor actividad
antibacteriana contra las dos cepas; el tetramero LfcinB (20-25)4, exhibié CMlIs de 6,25
uM y 25 uM (Tabla 1), este trabajo permitid corroborar que la polivalencia es una
buena estrategia para potenciar la actividad antibacteriana; en el mismo afio,
Huertas y colaboradores (36) evaluaron la actividad antibacteriana de LfcinB (20-
25)4contra Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13636, E. coli ATCC 11775 y Salmonella
enteritidis ATCC 13076, encontrando CMlIs de 5, 22 y 44 uM, respectivamente. Vargas
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y colaboradores (22) evaluaron LfcinB (20-25)s contra dos cepas ATCC de E. coli
(11775 y 25922), obteniendo valores de CMIs de 22 uM 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 uM, respectivamente. Adicionalmente, se realizaron curvas
de letalidad (efecto durante 48 horas) del tetramero contra P. aeruginosa ATCC 47853
y S. aureus ATCC 25923, seguin esto, el péptido presentd actividad bacteriostatica (P.
aeruginosa ATCC 47853: 11 uM y S. aureus ATCC 25923: 22 uM) y bactericida (22 y
44 uM respectivamente). En la Figura 3, se muestra un ejemplo de la curva de
letalidad para S. aureus ATCC 25923. En este trabajo, se evidencié también que
LfcinB (20-25)4, presenta efecto sinérgico con Ciprofloxacina a una concentracion de
3,1 ug/mL contra P. aeruginosa ATCC 27853 y de igual manera efecto sinérgico con
Vancomicina a 3,1 pg/ mL contra S. aureus ATCC 25923, mejorando la actividad de

los antibioticos entre 20 y 60 veces.

08 4 22uM
e &4 4
88 uM _ ¥
= = = S. gureus 25923 o
06 - - - Medium Speees
- = = Vancomycin ‘
d
g 04
3 ,
Q
<
02 4
0 v . - +
0 10 20 30 40 50
TIME (h)

Figura 3. Curva de letalidad del Péptido LfcinB (20-25)s contra S. aureus ATCC 25923. El péptido se
probo a concentraciones correspondientes a valores de la CMI (linea azul), 2 CMI (linea rosa) y 4 CMI

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

CEPA CODIGO FENOTIPO CMI (uM) CMB (uM) REFERENCIA
E. coli ATCC 25922 S 44 44 Len 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
S. aureus ATCC 25923 S 25 25 (21)
E. coli ATCC 11775 S 55 55
S. maltophilia. ~ ATCC 13636 S 44 44 Huertas 12‘6‘” al. 2017
S. enteritidis ATCC 13076 S 22 44 (36)
E. faecalis ATCC 29212 S 3.1 25
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
Vega S. et al. 2018 (41)
48,575 R 9,2 12,5
48,577 R 6,3 100
K. pneumonie 49,644 R ND ND
50,181 R 55 100
50,424 R 7,8 100
51,048 R 52 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
. ATCC 33591 R 12,5 12,5 Vega S. et al. 2018 (42)
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
P. aeruginosa ATCC 27853 S 11 22 Vargas Y. et al. 2019 (23)
E. faecalis ATCC 29212 S 44 >44
S. aureus ATCC 25923 S 22 22

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



En 2018, fue evaluada la actividad de LfcinB (20-25)s 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 clinicos 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)s present6 valores
de CMIs en un rango de 3,1 a >200 uM y para los aislados clinicos CMIs entre 1,6 a
> 100 uM (Tabla 1). Por otro lado, también encontraron que, este péptido presentd
una concentracion maxima hemolitica a 100 uM (49.1%). Adicionalmente este grupo
(42), evalud la accion del tetramero, 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 uM para las 4 cepas
evaluadas. (Tabla 1). En este estudio realizaron microscopia electronica de barrido
para evidenciar el efecto del péptido sobre las bacterias, en S. aureus ATCC 25923 el
péptido tetramérico indujo agregados de varios tamanos 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,
ademds en ambos casos se observd pérdida de contenido celular. En el caso de
K. pneumoniae ATCC 13883, el tetrdmero indujo la pérdida total de la forma tipica de
los bacilos y la formacién de agregados de varias formas y tamafos y en
K. pneumoniae ATCC 700603 se observaron cambios en la superficie y la agregacion

de células de diferentes formas, en ambos casos se ve pérdida de contenido celular.
Teniendo en cuenta la situacion actual de cepas patégenas multirresistentes y los

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

LfcinB en el grupo de investigacion, el enfoque de este proyecto fue la evaluacion de
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la actividad antibacteriana del péptido promisorio LfcinB (20-25)s contra aislados
clinicos con perfiles de resistencia a antibidticos, asi 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 patdgenos humanos mas importantes, su morfologia corresponde a cocos
inmoviles 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 estan asociados con infecciones severas, dentro de
ellas heridas quirurgicas, bacteremia, endocarditis, sindrome del shock tdxico e

intoxicaciones (43).

S. aureus es un microorganismo oportunista y su colonizacidon estd asociada a
ambientes hospitalarios, causando infecciones en pacientes con diabetes, lesiones
cutdneas, pacientes sometidos a didlisis, entre otros (44). Los factores de colonizacion
y virulencia permiten que este patdogeno evada el sistema inmunoldgico, factores
como la adhesion implicados en la colonizacion de fosas nasales, enzimas
extracelulares permitiendo la sobrevivencia en factores desfavorables y la

produccion de toxinas que actiian conllevando al sindrome del shock téxico, 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 antibidticos se evidencié desde 1942, cuando fue descrito
uno de los primeros fadrmacos para tratar infecciones por S. aureus, con el
descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming y previa identificacion de
las penicilinasas bacterianas. Desde entonces y hasta la actualidad, este
microorganismo ha encabezado la lista de bacterias resistentes a antibidticos segin

la Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2018 (45).

El Boletin informativo GREBO reporta a S. aureus como el segundo microorganismo
mas comunmente aislado en los servicios de los hospitales colombianos, seguido de
E. coli. Dentro de los antibidticos 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

Antibioticos inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana

Betalactdmicos: constituyen el grupo mds numeroso y diverso de todos los
antibioticos, las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos, en
su estructura poseen un anillo betalactamico para su actividad antimicrobiana (47).
Esta estructura corresponde a un analogo de los dos ultimos aminodacidos de las
cadenas peptidicas, 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 sintesis de la pared bacteriana (48).
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Dentro de los mecanismos de resistencia a los betalactamicos encontramos:

e Produccion de betalactamasas (Figura 4-a): Las betalactamasas (Bla) son
enzimas que logran hidrolizar el anillo betalactdmico, lo que permite perder
la actividad del antibiotico. Estas estan codificadas por el gen blaZ, que en
ausencia del antibiotico es inhibido por el represor Blal. Una vez el
microorganismo es expuesto al tratamiento con betalactamicos, se activa la
produccion de una proteina antirrepresora BlaR1, la cual degrada a Blal (47).

e Modificacion del sitio diana. Sintesis de las PBP’s modificadas (Figura 4-
b): Mecanismo de resistencia caracteristico en Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) que consiste en la sintesis de PBP’s con baja
afinidad para los betalactdmicos. Los estafilococos producen al menos 4
diferentes proteinas que logran ser inhibidas por estos antibioticos (PBP1,
PBP2, PBP3 y PBP4), sin embargo, los fenotipos MRSA expresan genes como
mecA que codifican la proteina PBP2a, que tiene baja afinidad frente a estos

farmacos (48).

Glicopéptidos: La vancomicina es un antibidtico que pertenece al grupo de los
glicopéptidos y ha sido utilizado en el tratamiento de primera linea para infecciones
causadas por Staphylococcus aureus. Su mecanismo de accidn conlleva a la inhibicion
de la sintesis de la pared uniéndose a la cadena peptidica especificamente en su
ultimo aminoacido (D-Ala).
Dentro de los mecanismos de resistencia a Vancomicina encontramos:
e Modificacion del sitio diana (Figura 4-b): La resistencia a vancomicina la
confiere el operdn vanA que estd compuesto por genes vanA, vanH, vanX,

vanS, vanR, vanY, y vanZ, el objetivo es sustituir los dos ultimos residuos de
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la cadena peptidica (D-Ala- D-Ala) por un depsipéptido D-Ala-D-Lac que
son sintetizados por vanA y vanH, esta sustituciéon da como resultado la
alteracion de la pared celular, impidiendo la afinidad del fdrmaco con el
aminodacido. Su funcionamiento es ligado por un sistema sensor-regulador
(vanS y vanR) que tienen la capacidad de detectar el antibidtico y activar la

transcripcion del operdn (49).

Antibiodticos que actuan sobre la membrana celular

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

estructura es ciclica con un extremo hidrofébico que le permite incorporarse en la

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

potencial de membrana (50).

Dentro de los mecanismos de resistencia a daptomicina encontramos:

e Modificacion 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 repulsion electrostatica y disminuye la afinidad del lipopéptido

con la membrana bacteriana (51).

Antibioticos inhibidores de la sintesis de proteinas

Macrolidos, lincosamidas y estreptograminas: Estos tres grupos son diferentes

estructuralmente, pero comparten el mecanismo de accion al inhibir la sintesis

proteica uniéndose a la subunidad 50S.

Dentro de los mecanismos de resistencia encontramos:
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e Modificacion del sitio diana (Figura 4-b): La activacion de genes como erm
que codifican enzimas metilasas, son uno de los principales mecanismos de
resistencia para estos farmacos. Estas metiltransferasas utilizan la S-adenosil
metionina para modificar una adenosina en el RNAr y conferir resistencia
cruzada a macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas (52).

e Bombas de eflujo (Figura 4-e): El segundo mecanismo que S. aureus utiliza
para resistir la actividad de estos farmacos, son bombas de eflujo que

permite la eliminacion del antibiotico al exterior de la célula (53).

Aminoglucédsidos: Antibioticos de amplio espectro, que aumentan la tasa de error
en la sintesis de proteinas, uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano.
Esto conlleva a una finalizacion prematura de la proteina naciente, incorporacion de
aminoacido incorrecto o bloquear el inicio de la sintesis proteica.

Mecanismos de resistencia:

e Modificacion enzimadtica del antibidtico (Figura 4-c): Mecanismo de
resistencia que mas se ha encontrado en S. aureus es la modificacion
enzimatica por O-fosforilaciéon, N-acetilacion u O-nucleotidilacion
catalizada por fosfotransferasas (APH), acetiltransferasas (AAC) y

nucleotidiltransferasas (ANT) (54).
Tetraciclinas: Inhibidores de la sintesis de proteinas, se unen a la subunidad 50S

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

Mecanismos de resistencia
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e Modificacion del sitio diana (Figura 4-b): El principal mecanismo de
resistencia frente a este antibiotico en S. aureus es la proteccion ribosdmica
mediada por los genes tetM o tetO que codifican proteinas modificadoras de
sitio diana mediante la proteccién del ribosoma (55).

e Bombas de flujo (Figura 4-e): Proteinas codificadas por genes tetK y tetL
favorecen la expulsion activa del antibidtico al exterior de la célula, este
sistema ha sido identificado como Tet38. Su regulacion es mediada por el
represor MgrA que actiia directa e indirectamente, ya que también regula
algunos factores de virulencia, en la expresion de la multiplicidad en los

transportadores de eflujo (56).
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Figura 4. Mecanismos de resistencia frente a antibiéticos encontrados en S. aureus
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1.4.3. Generalidades de Escherichia coli

Este microorganismo Gram negativo, es un patdgeno comun en infecciones
principalmente del tracto urinario y gastrointestinal. Esta bacteria tiene un tamano
aproximado de 1,1 — 1,5 pm de ancho y de 2,0 - 6,0 um de largo, anaerobio
facultativo, la presencia de flagelos les permite movilidad, y como caracteristica
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
contribucidon de absorcion de nutrientes, por esta razén cuando son excretados al
medio ambiente se considera un indicador de contaminacién fecal. Existen
diferentes serotipos de E. coli que han adquirido factores de virulencia y
dependiendo del estado inmunoldgico del hospedero, pueden causar desde
infeccion urinaria hasta sepsis y meningitis, dentro de ellos encontramos E. coli
Enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatégena (ECEP), E. coli Enteroinvasiva
(EIEC), E. coli Enterohemorragica (EHEC), E. coli Enteroagregante (EAEC), E. coli
difusamente adherente (DAEC) (59)(60).

En los ultimos afios se ha reportado esta bacteria como uno de los patégenos mas
resistentes a nivel mundial (7), especialmente en terapias antimicrobianas con
ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina, tetraciclina, entre otros
(57). Segtin un informe publicado por el Instituto Nacional de Salud (INS) en el afio
2018, los continentes con mayores niveles de resistencia a los antibioticos son
América y Europa, donde los farmacos que encabezan la lista, con porcentajes mas
altos son penicilinas, cefalosporinas de tercera generacion y fluoroquinolonas (9).

Segun 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
paises presentan porcentajes elevados de resistencia a antibioticos, como
ciprofloxacina (40%), cefuroxima (24%) y ceftriaxona (24%), ademas bacterias

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

En Colombia, en el ultimo boletin reportado por la Doctora Aura Lucia Leal,
directora del grupo GREBO, E. coli es una de las bacterias mas 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

Antibioticos Inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana
Betalactadmicos: mecanismos de resistencia
e Produccion de betalactamasas (Figura 5-a): Estas enzimas son capaces de
hidrolizar el anillo betalactdmico de este grupo de antibioticos. 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 mas 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, monobactamicos y cefalosporinas de cualquier
generacion, en la actualidad E. coli se convirti6 en la principal portadora de

BLEE, especialmente CTX-M. (63)
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Figura 5. Mecanismos de resistencia frente a antibidticos encontrados en E. coli

Antibioticos con efecto sobre acidos nucleicos

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

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

accion es mediada por la concentracién 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:

e Modificacion del sitio diana (Figura 5-b): Mecanismo identificado en

E. coli, se basa en la expresion del gen gnr que codifican proteinas con
pentapéptidos repetitivos posicionados en la estructura de la DNA girasa,
impidiendo la interaccion con la quinolona. (64)

Bombas de eflujo (Figura 5-d 5-e): La sobreexpresién de proteinas que
permitan la salida activa del antibiotico, es otro mecanismo encontrado en
E. coli. El sistema AcrAB-TolC es caracteristico en la familia de
enterobacterias. Ademads, la disminucion de la permeabilidad celular,
generando mutaciones que alteren las porinas para la permeabilidad de la
membrana externa, es un mecanismo comun que acompana las bombas de

eflujo (65).

Antibioticos inhibidores de la sintesis de proteinas

Aminoglucésidos: mecanismos de resistencia
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e Modificacion 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 metilacion ribosomal en
la posicién G1405 debido a la presencia de genes armA, rmtA y rmtB.

Modificacion enzimatica del antibiotico (Figura 5-c): Son el mecanismo
mas frecuente de resistencia de los aminoglucdsidos. La modificacion del
antibidtico mediado por enzimas (AAC-APH-ANT) catalizan reacciones

que conllevan a la perdida de la actividad del antibidtico. (66)



Antibiéticos inhibidores de la sintesis del folato

Sulfonamidas y trimetoprim: Compuestos sintéticos que acttian sobre la ruta
metabdlica de la sintesis del folato. Las sulfonamidas son analogos 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 oxidacion del acido dihidrofdlico a
tetrahidrofdlico.

Mecanismos de resistencia:

e Modificacion del sitio diana (Figura 5-b): La resistencia a estos farmacos se
basa en la expresion de genes sull, sul2 y sul3 que codifican la enzima
mutante de dihidropteorato sintetasa que no pueden ser secuestrada por el
antibiotico. Ademads, adquieren variedad de genes dfr que codifican

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

(El efecto antibacteriano del péptido LfcinB (20-25):s en aislados clinicos

multirresistentes serd igual o mayor al reportado en cepas de referencia ATCC?
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3. HIPOTESIS

El péptido LfcinB (20-25); presentara actividad antibacteriana contra aislados

clinicos multirresistentes.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

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

clinicos multirresistentes de S. aureus y E. coli.

Objetivos especificos

II.

II1.

IV.

28

Caracterizar microbiologicamente los aislados clinicos de E. coli y S.

aureus.

Determinar la concentracion minima inhibitoria del péptido LfcinB

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

Determinar la concentracién minima bactericida del péptido LfcinB

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

Determinar si existe interaccion del antibidtico ciprofloxacina y el
péptido LfcinB (20-25), en los aislados clinicos multirresistentes

seleccionados.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Diseiio metodoldgico

Para dar cumplimiento a los objetivos de este proyecto se planted el disefio

metodoldgico que se muestra en la Figura 6.

Evaluacion de fenotipos
Identificacion por MALDI TOF

Caracterizacion microbiologica:

CMI - CMB
LfcmB (20-25),

Curvas de letalidad
LiciB (20-25), frente a

aislados clinicos seleccionados

Ensayos de interaccion

LicB (20-25), + Ciprofloxacina

Figura 6. Disefio metodolégico. Etapas de la investigacion desarrollada.

Este disefio metodoldgico contempld dos grandes etapas: en la primera se llevaron
a cabo pruebas de identificacién y caracterizacion de perfiles de resistencia
corroborando la viabilidad, pureza e identificacién de especie de los aislados
clinicos. En la segunda etapa se determind la actividad antibacteriana del tetrdmero
LfcinB (20-25)s frente a los aislados clinicos, esta etapa involucrd la evaluacion de la
concentracion minima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB) del péptido frente a
todos los aislados clinicos ya identificados y clasificados. Adicionalmente se

realizaron ensayos de interaccion del péptido y un antibiotico, para esta prueba se
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seleccionaron aislados sensibles al péptido y resistentes al antibidtico. Finalmente,
en esta etapa se construyeron curvas de letalidad, para los aislados multirresistentes
seleccionados. A continuacion, se describen los métodos empleados durante el

desarrollo de este proyecto

5.2. Aislados clinicos bacterianos

Se recibieron treinta y cuatro aislados clinicos de S. aureus y E. coli en medio de
cultivo Skim Milk congelados, estos se obtuvieron del Instituto Nacional de
Cancerologia por medio de la Doctora Aura Lucia Leal, con previa identificacion
microbioldgica y estudio de antibiograma que los clasificaba como resistentes a
diferentes antibioticos. Para dar inicio al presente proyecto se corroboro¢ el perfil de
resistencia para todos los aislados, mediante el método de VITEK, andlisis que fue
realizado en un laboratorio clinico de referencia (IDIME). Los aislados se clasificaron
como sensibles, resistentes y multidrogorresistentes, teniendo en cuenta los datos

suministrados.

5.3. Analisis de los aislados clinicos por técnicas microbiologicas

Para la totalidad de los aislados clinicos se confirmd la pureza, viabilidad e
identificacidn, para ello se sembraron en los siguientes medios de cultivo y se

incubaron a 37° C por 24 h:
e 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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e Agar Sangre para los aislados Gram positivos observando su reaccion de
hemolisis.
e Agar McConkey para Gram negativos, corroborando la fermentacion de

lactosa.

5.4. Caracterizacion de los aislados clinicos por espectrometria de masas

MALDI-TOF

La identificacion de los aislados clinicos se realizo por medio de MALDI-TOF MS
(matrix assisted laser desorption ionization-time of flight-mass spectrometry, en
espanol: desorcidn/ionizacion laser asistida por una matriz con deteccion de masas
por tiempo de vuelo), que permite generar un espectro de masas caracteristico de
cada especie microbiana. Una pequena cantidad de colonia del pre-indculo, se
deposité uniformemente sobre la placa de acero dejando secar a temperatura
ambiente, posterior a esto se agreg6 1 uL de matriz, dcido a-ciano-4-hidroxicinamico

(solucidn saturada), Figura 7. (67)

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

La placa (portamuestras) se colocd dentro de la camara del equipo MALDI-TOF
Biotyper y mediante disparos por el laser de nitrogeno, se ionizd la muestra,
arrojando un espectro de masas que es comparado con la base de datos FlexAnalisis

(68). Para la interpretacion 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 identificacion de
especie, de 2,000 a 2,299 identificacién segura del género y probable de la especie,
de 1,700 a 1,999 identificacion probable del género y 0,0 a 1,699 identificacién no
confiable (Tabla 2). Estos valores son obtenidos de la proporcién de sefiales (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 analisis, se generan
graficos, dendrogramas, que describen el agrupamiento aproximado de cepas por

similitud de las proteinas ribosémicas (70).

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

Puntaje (rango) Descripcion Simbolos  Color

2,300 ... 3,000 Identificacion de especie: Altamente probable (+++) Verde

Identificacion del género: segura

2,000 ... 2,299 (++) Verde

Identificacion de especie: Probable

1,700 ... 1,999 Identificacion del género: Probable (+) Amarillo

0,000 ... 1,699  Identificacion no confiable -) -

5.5. Péptido LfcinB (21-25)4

El péptido tetramérico LfcinB (21-25): fue sintetizado por el grupo de investigacion
SAMP utilizando la metodologia de sintesis en fase solida (SPPS) y la estrategia
Fmoc/tBu. El péptido fue purificado por cromatografia en columna, RP-SPE y

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

la presente investigacion.

5.6. Actividad antibacteriana

5.6.1. Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue evaluada segin CLSI por medio de
microdilucion en caldo con una placa de 96 pocillos (71). Se inicid ajustando un pre-
inoculo bacteriano sembrado en Agar Tripticasa Soya e incubando a 37° C por 24 h,
se suspendieron dos o tres colonias en solucion salina estéril a 0,95% para ajustar la
turbidez espectrofotométricamente a una escala de 0,5 McFarland y luego se diluy6
a una concentracion final de 5 x 10° UFC/mL en agua peptonada (72). Se dispensaron
90 pL de caldo Mueller Hinton (MH) y 90 uL del péptido, los cuales fueron diluidos

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

200 100 50 25 125 6.2 CC C-
Al
C+ CE
“““““ '1’--"-----------—’“”"‘"“““l
1200 100 50 25 125 62| ce ! CE !
.\2 : e o e R PER R e Mt |
| o csd Y JOR D),
______ el e e M ] ; s
™ T =1
1200 100 S0 25 125 62" CC : C- |
A3 " B e =g ----------- -
1 I '+ | CFE 1

Figura 8. Distribucion 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 uM, para tener en cuenta la masa del péptido tetramérico
(4594,64). A continuacion se presenta una tabla con las conversiones de pg/mL y
uM del péptido tetramérico.

Tabla 3. Tabla de conversion de unidades de entre pg/mL y uM del péptido LfcinB (20-25)s

ug/mL uM
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 indculo 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 continuacidn, se incubé a 37° C por 24 h, transcurrido este tiempo se
realiza la lectura de crecimiento con densidad dptica de 620 nm. La CMI se define
como la tltima concentracion donde el péptido inhibe el crecimiento o desarrollo

bacteriano (23).

5.6.2. Concentracion minima bactericida

La concentracion minima bactericida (CMB) se define como la minima concentracion

donde se reduce el crecimiento bacteriano en un 99,9% y para determinarla, se

34



transfirié una pequena parte del cultivo de la 2xCMI, CMI, y 0,5xCMI (Figura 9) de
la placa de 96 pocillos en agar MH, se incub6 a 37° C por 24 h.

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

y sus controles.

5.6.3. Ensayo de interaccion entre LfcinB (20-25): y ciprofloxacina

El ensayo de interaccion entre el antibiotico y el péptido tetramérico, se realizd por
medio del método de tablero de ajedrez, el cual consiste en dispensar 25 uL de
antibiotico y 25 uL de péptido a concentraciones de 2xCMI, 1xCMI, 0,5xCMI,
0,25xCM]I, 0,12xCMI y 0,06xCMI para cada uno (Figura 10), se adiciona 50 pL del
inoculo bacteriano ajustado a la escala de 0,5 McFarland como se describio
anteriormente. Posteriormente se realizd la primer lectura de absorbancias en el
espectrofotometro a la hora 0 y a la hora 24 posterior a la incubacion por 37° C (73).
Para los controles se utilizaron los mismos parametros que el método de

microdilucion en caldo.
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Figura 10. Distribucién de la placa en el método de tablero de ajedrez

5.6.4. Curvas de letalidad

Se realizaron curvas de letalidad a los aislados clinicos seleccionados, siguiendo el
protocolo para determinar la actividad bactericida de agentes antimicrobianos con
algunas modificaciones. En la placa multipozos, se adicion6 50uL del péptido
tetramérico a concentraciones de 2xCMI, 1xCMI, 0,5xCM]I, 0,25xCMI, 0,12xCMI y
0,6xCMI en caldo MH. Posterior a esto, se dispensaron 50uL de indculo bacteriano
a una concentraciéon de 5x10° UFC/mL. Se incub6 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 DISCUSION

6.1. ETAPA 1 - Caracterizaciéon microbioldgica

Para el desarrollo de este proyecto se recibieron treinta y cuatro aislados clinicos en
medio de cultivo de conservacion Skim Milk, dieciocho aislados clinicos rotulados
como Escherichia coli y dieciséis aislados clinicos 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 coloracion de Gram, se evidenciaron
cocos Gram positivos, agrupados en racimos, ademds, se observo crecimiento
optimo en agar nutritivo y en agar sangre, las colonias presentaron una coloracion

marron, redondas y cremosas, lo que es una caracteristica esencial en esta especie.

Para los aislados clinicos Gram negativos se observo 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 coloraciéon rosada
(Figura 11A), lo cual indicd que las bacterias son fermentadoras de lactosa,
caracteristica comun dentro de la clasificaciéon de E. coli. En dos aislados, se
observaron colonias con una coloracion 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 multiples variaciones
bioldgicas presentando cepas inocuas y otras altamente patdgenas. El proceso de
identificacion se realiza mediante pruebas bioquimicas y dentro de las cuales se
encuentra la fermentacion de lactosa y la descomposicion de triptéfano en indol
(75), esto lo hace diferente de otros microorganismos asociados con infecciones del
tracto urinario (76). Desde una perspectiva clinica, es importante obtener una
identificacion microbioldgica correcta para llevar a cabo un tratamiento dptimo 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 clasificacion bioquimica puede llevar a errores y muestra quizas la
posibilidad bioldgica de este microorganismo de presentar estos cambios, faltan
estudios que describan la prevalencia de estos fenotipos atipicos de E.coli. Teniendo
en cuenta esto, se realizo la identificacion por medio del equipo MALDI-TOF MS ya
que su metodologia es basada en un sistema de identificacion de proteinas (77)
(independientemente de la fermentacion de lactosa) y asi aclarar cualquier

discrepancia que se tuviera en su identificacion.

A continuacion, se presentan algunos estudios disponibles que evaltan la
prevalencia de cepas de E. coli no fermentadoras de lactosa (Lac-). En el afio 1995 se
reportaron los primeros casos de E. coli Lac- (atipicas), alli se informa una
prevalencia del 12,4% de 210 aislados clinicos de pacientes en un hospital de la
India, ademads concuerdan con fenotipos de bacterias resistentes a antibioticos
principalmente frente a ampicilina (78) Un estudio del afio 2003 detect6 el 6,3% de
E. coli Lac- de 220 aislados clinicos urinarios (79); en el 2010, de 1440 aislados clinicos

de un Hospital de la India se inform¢ el 9% de fenotipos atipicos, donde los

38



porcentajes mads altos de resistencia antimicrobiana en esta cepas se encontraban
frente a betalactdmicos (89%), quinolonas y fluoroquinolonas especificamente a
ofloxacina (85%) y ciprofloxacina (79%) respectivamente (80) y en el afio 2016 de 110
aislamientos identificados como E. coli el 3,6% pertenecian a microorganismos

atipicos en muestras de orina (81).

Otros estudios con entornos similares, reportan porcentajes cercanos a los
anteriormente descritos, en el afio 2017 evaltian la prevalencia de E. coli Lac —y su
resistencia a antibidticos en mujeres embarazadas y recién nacidos, reportan
porcentajes mas altos de resistencia a betalactdmicos como ticarcilina con acido
clavuldnico (19%) y Sulfonamidas (10%) (82). La mayor prevalencia de no
fermentadores se observo en el estudio de Chang y colaboradores en el afio 2014, de
166 cepas aisladas el 19,7% eran fenotipos atipicos, ademads 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 clinicos Gram negativos se identificaron como E. coli Lac- y pertenecian
a los microorganismos con fenotipos multirresistentes, fueron resistentes a
betalactamicos y cefalosporinas (ampicilina, ampicilina sulbactam, ceftazidima,
ceftriaxona), aminoglucosidos (gentamicina), fluoroquinolonas (ciprofloxacino y
norfloxacino) y sulfonamidas (sulfametoxazol-trimetoprim), estos resultados estan
relacionados con los estudios anteriormente descritos, el cual se asocia el fenotipo

atipico con la resistencia antibidticos.

39



A 120555

B 303818 301758

Figura 11. Fermentaciéon de lactosa en algunos aislados clinicos de E. coli en agar MacConkey.

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

Para todos los aislados se realizé una evaluacion 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 mads alarmante en la resistencia a los antibioticos en humanos en la
ultima década, se ha relacionado con los mecanismos de resistencia de las bacterias
que a menudo involucran la produccion de enzimas que inactivan los antibioticos,
como [(-lactamasas y enzimas modificadoras de aminoglucosidos (68)(84). Las (3-
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.
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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 antibidticos, los aislados de S. aureus se clasificaron como

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

A [ Codigo/aB
1001
1007 +
108751 +
109095 +
109584 +
110635 +
113754 +
117719 +
118731 +
120607 +
122725 +
123629 +
124653 +
124688 +
129039 +
130720 +

d B e e e

109637
117737
118664
119681
121807
129783
129797
130822
201719
219609
220555
301755
303818
AK: Amikacina
AM: Ampicilina

BLEE: Betalactamasas de espectro extendido
CAX: Ceftriaxona

CAZ: Cefatzidina

CEP: Cefalotina

CIP: Ciprofloxacino

CLI: Clindamicina

CPE: Cefepime

CTX: Cefotaxina

S

CXM: Cefuroxima
DAP: Daptomicina
ERY: Eritromicina
ETP: Ertapenem
GEN: Gentamicina
LZD: Linezolid
MER: Meropenem

NIT: Nitrofurantoina

CXM: AX Cefuroxima axetilo NOR: Norfloxacino

-Resistente

-Sensible

|:|Intermedio
|:| No realizado

NIT | NOR [ SAM | SXT

OXA: Oxacilina

P: Penicilina

RIF: Rifampicina

SAM: Ampicilina/Sulbactam

SXT: Trimetoprim /sulfametoxazol
TEC: Teicoplanina

TET: Tetraciclina

VAN: Vancomicina

Figura 12. Clasificacion de los aislados clinicos de (A) S. aureus y (B) E. coli.
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Tabla 4. Clasificaciéon de los aislados clinicos

A. Aislados de S. aureus B. Aislados de E.coli
Codigo [Resistenciaa Clasificacién Codigo [Resistencia a Clasificacion
1004 0
Sensible
1001 P 118664 (0
1007 P 220555 |CEF Intermedio
108751 |P 129783 |SXT
109095 |P 109637 |AM
122725 |P 1012 AM, SXT
123629 |P 119681 |AM, SXT
124688 |P Resistente 130822 |AM, SXT Resistente
130720 |P 219609 AM, SXT
109584 |P, TET 117737 |AM,SAM
113754 |P, TET 1002 AM, SAM, SXT
117719 |P, TET 129797 |AM, CEF, SAM
118731 |P, TET 201719 |AM, CEF, SAM, SXT
120607 |P, TET 1006 AM, CAX, CAZ, CPE, NOR, SAM
129039 |P, TET 121807 |AM, CEF, GEN, NOR, SAM, SXT
Multirresistente
303818 |AM, CAX, CIP, CPE, NOR, SXT
110635 |P, ERY, TET 1016 AM, CAX, CAZ, CPE, NOR, SAM, SXT
Multirresistente
124653 |P, ERY, TET 301755 |AM, CAX, CAZ, CIP, CPE, GEN, NIT, NOR, SAM, SXT

La clasificacion de los aislados clinicos 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 tnicos aislados que presentan
resistencia a Ciprofloxacina (CIP). Este resultado concuerda con estudios previos
que senhalan 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 antibioticos, especificamente 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 produccion 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

antibioticos betalactdmicos y la produccion 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 ultimos afios, la espectrometria de masas (MS) MALDI-TOF ha demostrado
ser una opciodn sélida para la identificacion microbiana a través de la comparacion
de los perfiles de espectros de masas de las proteinas citoplasmaticas. Esta técnica
proporciona una identificacion mas rdpida que los métodos moleculares
tradicionales, y su utilidad ha sido evaluada en muchos grupos taxonémicos, y se
ha demostrado la viabilidad del andlisis por MALDI-TOF para identificar y
diferenciar patdgenos bacterianos a nivel de especie (68)(84)(85)(86)(87)(88). Dentro
de este contexto, una vez se corroboro la viabilidad de los treinta y cuatro aislados
clinicos y se clasificaron segtn su resistencia a los antibidticos, se decidi¢ analizar
los aislados por espectrometria de masas MALDI TOF para la identificacion de la
especie, se empled6 un equipo MALDI TOF y software Biotyper de Bruker
Daltonics™. El sistema empled valores de puntuacién para comprobar la
confiabilidad de la identificacidn, segun lo descrito en la Tabla 5 (67). E1 100% de los
aislados se lograron identificar con puntajes altos (score), que varid entre 2,061 y
2,459, indicando la alta probabilidad de identificacion 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 identificacion por MALDI-TOF MS obtenido para los aislados

clinicos
Puntaje Aislfldo Simbolo Micr(forga.nismo Puntaje Aislfldo Simbolo Micr(.)orga.nismo
codigo (Mejor ajuste) codigo (Mejor ajuste)

2,061 1016 (++)

2,221 1007 (++) 2,157 219606 = (++)

2,258 1001 (++) 2,168 120555 | (++)

2,272 123629 (++) 2,168 201719 = (+4)

2,292 124653 (++) 2,910 109637 | (++)

2,293 118731 (++) 2,253 1002 (++)

2,329 130720 (+++) 2,256 121807 | (++)

2,339 129030 (+++) Staphylococcus 2,262 117737 = (+4)

2,358 110635 (+++) aureus 2,311 303818 | (+++) Escherichia coli

2,358 129095 (+++) 2,321 301755 @ (+++)

2,368 124653 (+++) 2,325 130522 (+++)

2,376 120607 (+++) 2,341 129797 | (+++)

2,378 108751 (+++) 2,349 1004 (+++)

2,384 109584 (+++) 2,354 118664 = (+++)

2,388 113754 (+++) 2,374 1006 (+++)

2,417 122725 (+++) 2,385 | 119681 (+++)

2,459 124688 (+++) 2,386 129783 | (+++)

2,443 1012 (+++)

Con los datos de los espectros de masas obtenidos por MALDI-TOF MS, para la
identificacion de los aislados, se realizo un andlisis generando dendrogramas, que
son representaciones graficas que agrupan los datos (en conglomerados) en un
diagrama en forma de arbol. Los datos se organizan en categorias segin su similitud
o diferencias entre los espectros de masas, entre mas largo el cuadrado de
similaridad, mayores diferencias existen entre los datos (89). El objetivo de esto, era
saber si existia una clonalidad dentro de nuestros aislados clinicos Gram positivos y
Gram negativos, teniendo en cuenta que venian de una misma institucion. Para la
realizacion de este grafico se recomienda tener en cuenta valores de puntuacion

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.

E coli
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Figura 13. Dendrograma obtenido del analisis 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 agrupacién de tres grandes conglomerados identificados con los
numeros del 1 al 3 (Figura 13), estos estan bien diferenciados de acuerdo con un corte
arbitrario en el nivel de distancia 0,8; se empled un grupo externo (outgroup) de E. coli
que es el cuarto grupo con la distancia mas alta, este se utiliza como un control de

diferenciacion.

45



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, ademas un grupo externo de S. aureus como control de

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

coli, conglomerados numerados del 1 al 4.

Finalmente, los resultados del andlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF de
los aislados nos permiten corroborar que este método es muy eficaz para
identificacién bacteriana, determinando género y especie (91). Sin embargo, en
ninguno de nuestros aislamientos Gram positivos, la asociacion esta 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 clinicos (303818 —
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301755) que comparten en su mayoria 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 logrd observar asociaciones basadas en el perfil de susceptibilidad, es
importante tener en cuenta otras caracteristicas fenotipicas y genotipicas que los

estén asociando con altas similitudes.

6.2. ETAPA 2 - Actividad antibacteriana

Desde 2015 el grupo de investigacion SAMP ha venido evaluando la actividad
antibacteriana de péptidos derivados de LfcinB, dentro de esta linea de investigacion
el grupo encontr6 que la polivalencia aumenta la actividad de los péptidos y
particularmente sobresale la actividad del tetramero LfcinB (20-25)4, que contiene en
su estructura cuatro copias de la secuencia RRWQWR, reportada como motivo
minimo de actividad de LfcinB. Este péptido tetravalente o tetramérico ha
presentado actividad bactericida y bacteriostatica contra cepas de referencia Gram
positivas y Gram negativas y ha presentado sinergia con algunos antibidticos
(21)(36)(92)(22)(23). Adicionalmente, LfcinB (20-25)s, presentd actividad frente a
algunos aislados clinicos de S. aureus, K. pneumonie y P. aeruginosa (41)(42). Dentro
de este contexto, para este proyecto se evalud la actividad antibacteriana de LfcinB
(20-25)4 contra los aislados de S. aureus y E. coli identificados y clasificados segun su
perfil de resistencia a antibioticos. 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): contra los aislados

clinicos de S. aureus

El tetrdmero LfcinB (20-25)s presentd una alta actividad antibacteriana contra los
aislados clinicos de S. aureus, resistentes y multirresistentes, con valores de CMI
entre 11 y 22 uM (Figura 15). Se puede observar que algunos aislados clinicos con
patrones de resistencia clasificados como resistentes, tienen mayor sensibilidad al
péptido presentando CMI de 11 uM en comparacién con la cepa de referencia ATCC
25923, casualmente aislados que son productores de betalactamasas han obtenido
susceptibilidad a menores concentraciones del péptido que en comparacion con
otros; para el caso de cepas con resistencia a dos o mas familias de antibidticos, entre
ellas penicilinas, macrdlidos y tetraciclinas, presentaron CMI de 22 uM como lo
podemos observar en la figura 15, concentracion que se mantiene al compararla con

nuestra cepa de referencia.

CMI CMB
Clasificacion Codigo
pg/mL (uM) pg/mL (uM)

1001 50 (11) 200 (44)
1007 50 (11) >200 (44)

108751 50 (11) 50 (11)
109095 50 (11) >200 (44)

122725 50 (11) 200 (44)

123629 50 (11) 200 (44)

. 124688 50 (11) 100 (22)

Resistente

130720 50 (11) 200 (44)

109584 100(22) 100 (22)

113754 50 (11) 200 (44)

117719 50 (11) 50 (11)

118731 100(22) 200 (44)

120607 50 (11) 200 (44)

129039 50 (11) 200 (44)

. . 110635 100(22) 100 (22)

Multirresistente

124653 100(22) 200 (44)

Referencia ATCC 25923 100(22) 100 (22)
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Figura 15. Concentracion minima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB) de LfcinB (20-25)4 contra a

los aislados de S. aureus.

Se puede observar que los aislados clinicos 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 antibioticos no estan bloqueando el mecanismo de accion

del tetramero.

Los resultados de la determinacién de la CMB, muestran que el tetrdmero LfcinB
(20-25)s presenta efecto bactericida para catorce de los dieciséis aislados de S. aureus,
con valores que varian entre 11 y 44 uM. Se encontr6 que el 56% de los aislados
clinicos presentan una CMB de 44 uM, el 19% un valor de 22 uM y el 12 % una
CMB de 11uM,; solo para los aislados clinicos 1007 y 109595, no se encontrd efecto
bactericida en la concentracién maxima usada en el ensayo, 200 pug/mL (44 uM). En

el caso de 109095, 117719, 109584 y 110635 se logro evidenciar que las
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concentraciones inhibitorias lograban destruir la poblacion 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)s, el primer
aislado esta clasificado como resistente a penicilina y el segundo como
multirresistente (penicilina y tetraciclina), estos dos aislados estdn en el

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

MALDI-TOF MS (Figura 13).

La evaluacion 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 uM y la actividad bacteriostatica del
tetramero fue de 22 uM y bactericida de 44 uM. Vega y colaboradores en el afio 2018
determinaron la CMI: 5 uM y CMB: 44 uM del tetrdmero frente a aislados resistentes
de S. aureus (oxacilina y clindamicina) (41), en otro estudio realizado por el mismo
grupo de investigacion 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 uM (42), valores cercanos a los resultados hallados en nuestro estudio,
el cual los aislados clinicos con fenotipos sensibles, resistentes y multirresistentes

son susceptibles a CMI y CMB que varia entre 11 uM y 44 uM.

En 2010, se hizo la evaluacion de un péptido derivado de la Lactoferricina Bovina
LfcinB (17-30): FKCRRWQWRMKKLG frente aislados clinicos de S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA), en este caso reportan una CMI de 40 uM, lo que nos

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

multirresistente que péptidos lineales (93)

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

clinicos de E. coli

El péptido LfcinB (20-25)s4 presento alta actividad antibacteriana contra los aislados
clinicos de E. coli, se obtuvieron CMIs entre 5 pM y 22 uM (Figura 15),
especificamente, (i) para los aislados clasificados como fenotipos sensibles se
encontraron valores de CMIs de 5 uM y 22 uM; (ii) para los aislados resistentes a
familias de las penicilinas, cefalosporinas de I generacion y a sulfonamidas, se
hallaron valores de CMlIs de 5 uM a 22 uM y (iii) todos los aislados multirresistentes
fueron sensibles al péptido (CMIs = 11 uM) 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 concentracion
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 caracteristicas de sensibilidad a todos los antibidticos, lo que sucede con uno
de los aislados; (v) aislados clinicos con fenotipos atipicos (No fermentacién de
lactosa) tienen mayor sensibilidad al péptido que cepas ATCC. No ha sido descrito
en la literatura ningtin comportamiento que asocie las caracteristicas genotipicas o
fenotipicas de aislados clinicos, con el hecho de ser mas susceptibles a péptidos
antimicrobianos como lo observamos en nuestros resultados, una de las hipotesis
propuestas es el hecho que sean aislados clinicos y como factores de virulencia
expresen estructuras que conlleven a una mejor atraccion electrostatica y por ende

ser mas susceptibles al péptido.
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Clasificacion Codigo el LEh 13
pug/mL (uM) pg/mL (uM)
. 1004 100 (22) 100 (22)
Sensible
118664 50 (11) >200 (44)
Intermedio 220555 25 (5) 25 (5)
129783 25 (5) 100 (22)
109637 100 (22) 200 (44)
1012 50 (11) 50 (11)
119681 50 (11) >200 (44)
Resistente 130822 100 (22) 200 (44)
219609 50 (11) 100 (22)
117737 25 (5) 100 (22)
1002 50 (11) 200 (44)
129797 25 (5) 25 (5)
201719 50 (11) 50 (11)
1006 50 (11) 200 (44)
L. 121807 50 (11) 200 (44)
Multirresistente
303818 50 (11) 200 (44)
1016 25 (5) 50 (11)
301755 50 (11) 100 (22)
ATCC 25922
Referencia CC 259 22 uM 22 M
ATCC 11775 22 uM 44 uM
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Figura 16. Concentracion minima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB) de LfcinB (20-25)+ 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 mas sensible al tetramero
(CMI = 5 uM), este aislado presenta resistencia a familias de penicilinas,
cefalosporinas de III y IV generacion, betalactamicos, fluoroquinolonas y
sulfonamidas. Los aislados clasificados como resistentes, que presentaron la mayor
sensibilidad a LfcinB (20-25)s con CMI de 5 uM 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 determinacion de la CMB para los aislados de E. coli, se
encontré que el tetrdmero presenta actividad bactericida para dieciséis de los
dieciocho aislados, con valores entre 11 uM y 44 uM; solamente para los aislados
118664 y 119681 no fue posible determinar la CMB del péptido dentro de las
concentraciones evaluadas. Para el andlisis de los resultados de CMB se agruparon
los valores de menor a mayor, y se pudo evidenciar que la actividad bactericida mas
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 puM (aislado 1012), a esta
concentracion 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 uM, tanto para cepas con caracteristicas de sensibilidad (1004 y 220555),
resistencia (129783, 117737, 129797, y 219609) y multirresistencia (201719 y 301755).
Para el 33,3% de los aislados se encontro un efecto bactericida del tetramero a

concentraciones de 44 uM, 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.

Aislado E. coli 301755
(CMI: 11 uM)

Figura 17. Determinacién de la concentracién minima bactericida (CMB) de LfcinB (20-25)s contra el

aislado E. coli 301755

En términos generales los aislados clinicos de E. coli presentaron mayor sensibilidad
al tetramero, que los de S. aureus, este resultado concuerda con reportes previos
(Tabla 1) (20)(21)(23), donde se demostré 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 razon es la
carga negativa que aporta la composicion lipidica de estos microorganismos,

especialmente en los lipopolisacaridos (LPS) (40)(94).
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Desde los afios 90" se ha estudiado los posibles mecanismos que pueden desarrollar
los péptidos antimicrobianos, en el ano 1998 demuestran que los analogos del
triptofano se unirian en la interfaz de las bicapas lipidicas(95) (96), teoria que
concuerda con datos anteriores donde se sugiere que este tipo de aminoacidos tienen
preferencia por la interfase de las membranas (97), esto hace pensar en el papel
fundamental que desempena el triptéfano en la union con esta envoltura. Schibli y
colaboradores en el afio 1999 indican que los residuos de triptéfano estan anclados
en la region 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 afio 2001, propone un mecanismo de accion intracelular
identificando los sitios de unién iniciales (LPS y Acidos 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 existid una disminucion de la concentracion citoplasmatica, proponiendo
mecanismos como la degradacién enzimatica o la activacion de bombas de eflujo.

(99)

En conclusion, no existen hallazgos puntuales que nos permita conocer el
mecanismo de accion 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 esta del todo descrito.
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Por otro lado, este estudio confirma que el tetradmero tiene un amplio espectro de
accion ya que presenta actividad contra bacterias Gram negativas y Gram positivas,
hallazgo que habia sido evidenciado en otros reportes (41)(42)(23). Ademas, 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
caracteristicas similares a los aislados clinicos que expresa [(3-lactamasas quien le
proporciona la resistencia a antibioticos betalactdmicos y fenotipos atipicos como
lactosa permeasa deficiente. Los resultados muestran una CMI: 5uM y CMB: 44uM,
valores muy cercanos a los obtenidos con los aislados 303818 Y 301755. En el afio
2010, Flores y colaboradores evaltian la actividad del péptido lineal LfcinB (17-30)
frente a cepas de E. coli multirresistente reportando una CMB de 40 uM (93), Vergis
y colaboradores en el 2020 obtienen CMI y CMB de 32 uM frente al mismo péptido
(100). Esto reitera que la actividad de péptidos polivalentes como el tetramero
derivado de la Lactoferricina Bovina tiene mejor efecto inhibitorio en comparacion

con otros péptidos evaluados.

Adicionalmente se ha reportado que las cepas de referencia de E. coli (ATCC 25922
y 11775) presentan sensibilidad a este tetramero con valores de CMI y CMB muy
cercanos (5 UM - 44 uM) a los hallados para los demas aislados clinicos trabajados

en esta investigacion.

Nuestros resultados indican que LfcinB (20-25)s es un péptido promisorio con una
actividad antibacteriana contra aislados clinicos tanto Gram positivos como Gram
negativos, esta molécula present6 un efecto inhibitorio frente a cepas clinicas 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), presenta actividad antibacteriana contra aislados clinicos multirresistentes,
obteniendo sensibilidad igual o mayor en comparacién con las cepas ATCC,

afirmacion que corresponde a la hipotesis planteada en nuestro proyecto.

6.2.3. Determinacion del efecto bacteriostatico y bactericida de LfcinB

(20-25)s contra aislados clinicos de E. coli con fenotipo atipico.

Para esta etapa se emplearon los aislados mutirresistentes de E. coli 303818 y 301755
y se evalud la cinética de la actividad antibacteriana del tetrdmero cada hora, por 24
horas. Se usaron diferentes concentraciones de LfcinB (20-25): 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 logaritmica 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 observo crecimiento bacteriano (CT, curvas en verde)
esto garantiza la esterilidad de la técnica. Ademas, se evalud la curva del aislado
clinico al estar en presencia con el antibidtico 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 concentracion de 0,5 x
CMI (2,5 pM, 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 poblacién bacteriana en comparacion con el control de
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crecimiento, este comportamiento indica que el péptido tiene un efecto
bacteriostatico a esas concentraciones. Para valores de concentraciones de la CMI
(11uM) y 2xCMI se observo 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 encontrd que el tetramero tiene un
efecto bacteriostatico al emplear una concentracion de 11 uM (CMI, curva amarilla),
haciendo que la fase adaptativa se inhiba las primeras 5 horas aproximadamente. A
concentraciones de 2xCMI y 4xCMI el efecto es bactericida (curvas azul y roja).

Estas curvas de letalidad nos permiten afirmar que el péptido LfcinB (20-25)s contra
el aislado E. coli 301755 presenta un efecto bacteriostatico y bactericida a
concentraciones de 2,5 uM y 11 uM, respectivamente; este aislado fue el que
presentd mayor multidrogorresistencia, especificamente a diez antibidticos de los
probados. Para el aislado E. coli 303818 se encontrd que el tetrdmero tiene un efecto

bacteriostatico a concentracion de 11 uM y bactericida a 22 uM.

Por otro lado, en la evaluacion con el antibiotico, pudimos evidenciar el crecimiento
del aislado clinico a una concentracién de 0,4pg/mL, concentracion reportada por la
guia CLSI para la inhibicion de microorganismos identificados como E. coli, esto nos

afirma la resistencia que posee este aislado clinico.

6.2.4. Ensayo de interaccion entre LfcinB (20-25): y ciprofloxacina

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

vez expuestos al antibiotico y expresando su mecanismo de resistencia, lograban
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reducir la actividad del péptido LfcinB (20-25)s, 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 atipicos
no fermentadores de lactosa y son los tinicos resistentes a Ciprofloxacina (CIP). Para
el ensayo se selecciond como antibidtico el ciprofloxacino por dos razones, la
primera es debido a los niveles altos de resistencia que se obtuvieron frente a este
antibidtico y ademas, teniendo en cuenta la revision bibliografica, la posible
asociacion entre la resistencia a este antibidtico y la deficiencia del operon Lac (79)

(82) (83).

Las pruebas se llevaron a cabo por medio del método de tablero de ajedrez y parala
interpretacion nos basamos en la metodologia propuesta por Bonapace C. et al 2002
(101) donde CMI; correspondia a la CMI del péptido y CMIa a la del antibiotico

evaluado.

Los resultados fueron evaluados a diferentes concentraciones del péptido y del
antibiotico, teniendo en cuenta la CMI para cada uno. Para el aislado 303818 se
determind que la CMIa es 7,8 pg/mL y para el aislado 301755 la CMI del antibidtico
fue 62,5 ug/mL, concentraciones muy altas y alarmantes para este antibidtico; estos

valores corroboran la resistencia a esta fluoroquinolona (Figura 19).
Por otro lado, y teniendo en cuenta que en estudios previos se reporto sinergia frente

a cepas de referencia entre ciprofloxacino y el péptido tetramérico, se corrobor6 si

se mantenia este comportamiento evaluando los aislados clinicos multirresistentes.
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CMI

Péptido uM 7.8 15,6 Ho/mL
Ciprofloxacino
44
CMI 22

0,541 0,582 0,498 0,454

0,587 0,475-

0,483 0,232
0,579 0,274

- No crecimiento - Crecimiento

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

303818.
CMI
Péptido. uM 3,9 7,8 15,6 31,25 62,5 125  pg/mL
Ciprofloxacina
22 -0,037- -0,012 -0,037
CM™MI 11 -0,026 -0,025 -0,012
5 -0,022 -0,023 -0,035 -0,034 -0,015
2,5 0,193 -0,006
1,25 -0,033
0,62 -0,032 -0,014

- No crecimiento - Crecimiento

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

301755.

Para los dos aislados evaluados no se observo que en presencia del antibiotico se
afectara la actividad del péptido, ademas no se observaron efectos sinérgicos en esta
combinacion con CIF de 1,2 para el aislado clinico 301755 y CIF de 1,1 para la cepa

303818 (efecto indiferente), es también es importante resaltar que el antibiotico no
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presenta efecto antagonista en combinacion con el péptido, lo que permite sugerir
que a futuro en una terapia se podria usar simultdneamente este antibiotico y el

péptido, sin que la accidn de este ultimo se vea afectada por la ciprofloxacina.

Estudios previos, mostraron efecto sinérgico entre el péptido tetramérico LfcinB (20-
25)s y ciprofloxacino, frente a P. aeruginosa ATCC 27853 y de S. aureus ATCC 25923
(23), cabe resaltar que no existen estudios donde se evalte la interaccion del péptido
con antibidticos en E. coli, ni estudios donde se determine la sinergia de péptidos
derivados de la Lactoferricina bovina y antibidticos frente aislados clinicos. En los
estudios a continuacidn, se ha evaluado el efecto de interaccion de la LfcinB con
antibidticos, esos datos mostraron un efecto sinérgico en combinacion con
ciprofloxacino y ceftazidima para cepas Gram negativas, con CIF entre 0,63 y 0,75, y
un efecto indiferente en combinacion con gentamicina. Para cepas Gram positivas,
el resultado fue mas variado, obteniendo efecto sinérgico en combinacién con
ciprofloxacino con una CIF de 0,75, y efecto indiferente en combinacion de

ceftazidima y gentamicina (58).
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7. Conclusiones

Se observaron los altos niveles de resistencia a antibidticos para cepas de E. coli y
S. aureus, con una mayor frecuencia a las familias de penicilinas, betalactdmicos y
sulfonamidas, lo cual mostraron una alta concordancia con los fenotipos de

resistencia reportados por la OMS.

Los ensayos microbiologicos realizados permiten identificar el 12% de E. coli Lac-
siendo estos aislados los que poseen mayores porcentajes de resistencia y los tinicos

resistentes a ciprofloxacino.

El péptido tetramérico LfcinB (20-25):s mostrd actividad frente aislados clinicos
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 investigacion y

se encuentra en concordancia con la hipdtesis.

El péptido tetramérico contra aislados seleccionados de E. coli (N® 303818 — N°

301755) mostraron efecto bactericida a concentraciones bajas a las 24 horas.
Al combinar la ciprofloxacina con el tetramero, que probablemente este aislado logre

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

la accion del péptido.
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Este trabajo permitié6 demostrar que el péptido tetramérico LfcinB (20-25): es un

posible candidato como tratamiento alternativo para infecciones causadas por

microorganismos multirresistentes Gram positivos y Gram negativos.

8.

64

Perspectivas

La rapida aparicion 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 tetrdmero 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
clinicos resistentes y multirresistentes frente a cepas ATCC, ii) Realizar ensayos
de interaccion con otros antibidticos y mayor cantidad de aislados clinicos
resistentes y multirresistentes de estas y otras especies, iii) Evaluar in vivo la
actividad del péptido tetravalente frente aislados clinicos con diferentes
fenotipos; y por altimo y no menos importante iv) Profundizar en la prevalencia
de microorganismos con fenotipos atipicos para conocer su comportamiento y

posible susceptibilidad frente a péptidos derivados de la Lactoferricina Bovina.
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