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RESUMEN 

La resistencia antimicrobiana limita la eficacia de los tratamientos convencionales frente a 

infecciones causadas por bacterias multirresistentes como Pseudomonas aeruginosa y 

Klebsiella pneumoniae. En este proyecto, se evaluó in vitro la actividad antimicrobiana, 

hemolítica, citotóxica e inmunomoduladora del péptido WB14_F frente a cepas de 

referencia drogosensibles y multirresistentes de ambas especies bacterianas. En agua 

destilada, WB14_F presentó una CMI < 50 µg/mL y una CMB = 50 µg/mL contra 

P. aeruginosa ATCC 27853; aunque esta concentración provocó un 21% de reducción de 

resazurina. No se registró una CMI sobre K. pneumoniae ATCC 13883 en el mismo medio, 

ni se detectó actividad bactericida significativa. En aislados MDR, WB14_F (ácido 

acético 0.01 %) disminuyó la densidad óptica de forma dosis-dependiente; sin embargo, 

solo 50 µg/mL en agua destilada redujo a 25 % la viabilidad de P. aeruginosa P012 y no 

afectó a K. pneumoniae K065. El solvente condicionó la potencia, ya que las formulaciones 

en ácido acético 0.1 % + NaCl 0.85 % produjeron la mayor inhibición sobre K. pneumoniae 

ATCC a 200–100 µg/mL. La hemólisis de WB14_F en agua destilada fue ≤ 8.1 % a 

200 µg/mL y ≤ 0.4 % a 6.25 µg/mL; sobre PBMC humanas, la viabilidad descendió de 

72.22 % (0.391 µg/mL) a 25 % (50 µg/mL) de forma dosis-dependiente. El plasma de 

células expuestas a 25 µg/mL no mostró efecto antimicrobiano adicional. En conjunto, 

WB14_F posee actividad bactericida moderada y dependiente del vehículo contra 

P. aeruginosa drogosensible y cierto efecto sobre el aislado multirresistente, con baja 

hemólisis pero citotoxicidad creciente a altas dosis y sin evidencia de activación funcional 

de plasma inmunitario bajo las condiciones evaluadas. 
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ABSTRACT 

Antimicrobial resistance limits the effectiveness of conventional treatments against 

infections caused by multidrug-resistant bacteria such as Pseudomonas aeruginosa and 

Klebsiella pneumoniae. This project evaluated in vitro the antimicrobial, hemolytic, 

cytotoxic and immunomodulatory activity of the peptide WB14_F against reference 

drug-susceptible and multidrug-resistant (MDR) strains of both species. In distilled water, 

WB14_F displayed an MIC < 50 µg/mL and an MBC = 50 µg/mL against P. aeruginosa 

ATCC 27853, while producing a 21 % resazurin reduction at that concentration. No MIC or 

significant bactericidal activity was observed for K. pneumoniae ATCC 13883 under the 

same conditions. In MDR isolates, WB14_F (0.01 % acetic acid) decreased optical density 

in a dose-dependent manner; however, only 50 µg/mL in distilled water reduced 

P. aeruginosa P012 viability to 25 % and had no effect on K. pneumoniae K065. Solvent 

choice modulated potency: formulations in 0.1 % acetic acid + 0.85 % NaCl produced the 

strongest inhibition of K. pneumoniae ATCC at 200–100 µg/mL. Hemolysis in distilled 

water was ≤ 8.1 % at 200 µg/mL and ≤ 0.4 % at 6.25 µg/mL; human PBMC viability fell 

from 72.22 % (0.391 µg/mL) to 25 % (50 µg/mL) in a dose-dependent manner. Plasma from 

cells exposed to 25 µg/mL showed no additional antimicrobial effect. Overall, WB14_F 

exhibits moderate, vehicle-dependent bactericidal activity against drug-susceptible 

P. aeruginosa and partial activity on the MDR isolate, with low hemolysis but increasing 

cytotoxicity at high doses and no evidence of functional immune-plasma activation under 

the conditions tested. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La resistencia antimicrobiana (RAM) se define como la capacidad de los microorganismos, 

como bacterias, virus, hongos y parásitos, para resistir los efectos de los fármacos 

antimicrobianos que anteriormente eran efectivos para su tratamiento. Este fenómeno se ha 

convertido en un grave problema de salud pública a nivel global, ya que limita las opciones 

de tratamiento y aumenta la morbilidad y mortalidad (Ortiz-Brizuela et al., 2023). Se estima 

que actualmente casi 1.3 millones de personas mueren anualmente por infecciones causadas 

por bacterias resistentes, y que para el año 2050 esta cifra aumentará a 10 millones, 

convirtiéndose en la principal causa de muerte a nivel mundial (Souza et al., 2024).  

 

Entre los patógenos resistentes más preocupantes se encuentra el grupo ESKAPE 

(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.), que lidera la lista de prioridades 

de la Organización Mundial de la Salud para la investigación de nuevos fármacos (Santos 

et al., 2020).  

Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae son bacterias Gram negativas, 

oportunistas que pueden causar Infecciones Asociadas a la Atención de la Salud (IAAS), 

especialmente, en unidades de cuidados intensivos (UCI) (Qin et al., 2022; Mohan et al., 

2024). Debido a la alta resistencia de estas bacterias contra una amplia gama de antibióticos 

que ocasionan una lucha complicada y costosa se deben explorar terapias alternativas y la 

investigación en la actividad biológica de péptidos antimicrobianos (AMP), esenciales en la 

inmunidad innata de muchos organismos se ha vuelto un campo de estudio prometedor. Las 

catelicidinas son péptidos catiónicos cuya actividad antimicrobiana e inmunomoduladora 

puede contribuir en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes. Si bien, 

el búfalo de agua (Bubalus bubalis) no es inmune a infecciones por K. pneumoniae y P. 

aeruginosa, son animales que cuentan con AMP que resultan de una adaptación evolutiva 

debido a la exposición de estos a ambientes hostiles donde abundan los microorganismos 

patógenos (Palacios et al., 2023). 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Resistencia antimicrobiana (RAM): panorama general y mecanismos 

2.1.1. Impacto global y causas del aumento de RAM 

El uso inadecuado de agentes antimicrobianos, así como la exposición a estos en la vida 

diaria, incluyendo, por ejemplo, el uso de antibióticos para el ganado en la industria de 

alimentos, ha conducido a la aparición de microorganismos resistentes. Las infecciones 

bacterianas para las que ya existían antibióticos efectivos, ocasionan ahora enfermedades 

con pronósticos desfavorables (Chang et al., 2021).  Además, es importante destacar que la 

pandemia de COVID-19 intensificó el uso de antibióticos y aceleró el desarrollo de 

resistencia a patógenos. Los efectos de la morbilidad o mortalidad relacionada con la RAM 

son particularmente graves en los países de ingresos bajos y medios, debido a que se 

conlleva a un aumento sustancial en los gastos de atención médica (hospitalizaciones 

prolongadas, los tratamientos intensivos, la discapacidad y la muerte. La RAM plantea 

amenazas importantes para la salud para quienes la aparición de infecciones resistentes a 

los medicamentos se acelera por el uso de antibióticos profilácticos y la necesidad de 

tratamientos antibióticos prolongados (Ho et al., 2025) 

2.1.2. Mecanismos de resistencia bacteriana 

En bacterias, la RAM puede ser intrínseca, adquirida y/o adaptativa. La resistencia 

intrínseca es parte de las características específicas del microorganismo; la resistencia 

adquirida resulta de la transferencia horizontal de genes de resistencia de otras bacterias; y 

la resistencia adaptativa es desarrollada mediante mutaciones espontáneas en su genoma 

que con el tiempo resultan beneficiosas para resistir a un antibiótico (Camacho-Silvas et al., 

2021; Coleman et al., 2020). 

 

Los mecanismos de transferencia horizontal que median la adquisición de genes son la 

transducción, la conjugación y la transformación. La transducción es el proceso mediante el 

cual un bacteriófago introduce material genético al interior de una célula bacteriana y éste 

se incorpora a su genoma; la conjugación ocurre mediante el contacto directo entre dos 

células bacterianas, una donadora y la otra receptora que permite la transferencia de 

plásmidos así como de elementos integrativos; y la transformación ocurre cuando el material 

genético se libera mediante la lisis de la célula donadora y la célula receptora lo incorpora 

a su genoma (Chávez-Jacobo, 2020).  
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Las bacterias pueden contar con bombas de eflujo, que son proteínas transmembranales que 

expulsan activamente los antibióticos reduciendo su concentración intracelular, 

disminuyendo su eficacia; pueden mutar secuencias de moléculas diana para los antibióticos 

reduciendo la afinidad de estos con su sitio de unión; o pueden producir enzimas que 

modifican químicamente los antibióticos. No obstante, las bacterias también pueden impedir 

la entrada del antibiótico cuando ocurren mutaciones en la permeabilidad de la membrana 

externa, específicamente en las porinas, las cuales funcionan como canales que una vez 

mutadas van a dificultar la entrada de los antibióticos al interior de la célula (Idris y Nadzir, 

2023) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Mecanismos bacterianos de resistencia a antibióticos. Cuando el antibiótico entra en la célula, la 

bacteria podría expulsarlo mediante bombas de eflujo, alterar la estructura de la molécula diana a la que se 

une el antibiótico o modificar enzimas que alteran o destruyen el antibiótico. Por otro lado, también podría 

perder o modificar sus porinas para bloquear la entrada del antibiótico a la célula. Fuente: Salim y 

colaboradores (2024). 

 

2.2. Bacterias del grupo ESKAPE: importancia clínica 

2.2.1. Definición y relevancia hospitalaria 

Los principales patógenos resistentes son un grupo de bacterias denominado ESKAPE, 

acrónimo para Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp (Santos et al., 
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2020) (Figura 2). Estas bacterias tienen la capacidad de "escapar" de los efectos de 

antibióticos comúnmente utilizados, lo que las hace especialmente problemáticas en 

entornos hospitalarios, donde los pacientes vulnerables con sistemas inmunitarios 

comprometidos están en mayor riesgo de infección. Por este motivo, las bacterias ESKAPE 

ocupan las primeras posiciones de prioridad en la lista de la Organización Mundial de la 

Salud para la investigación de nuevos fármacos (Joseph et al., 2024).  

 

 

Figura 2. Bacterias que conforman al grupo ESKAPE. Bacterias Gram positivas (E: Enterococcus faecium, 

S: Staphylococcus aureus); Bacterias Gram negativas (K: Klebsiella pneumoniae, A: Acinetobacter 

baumannii, P: Pseudomonas aeruginosa, E: Enterobacter spp.). Fuente: Idris y Nadzir (2023). 

 

Las bacterias ESKAPE predominan como agentes causales de IAAS, las cuales se definen 

como infecciones localizadas o sistémicas provocadas por uno o varios agentes infecciosos, 

que no estaban presentes en el paciente, antes de su ingreso en el centro de atención de la 

salud. Se manifiestan al menos 48 horas después del ingreso y hasta 72 horas posteriores y 

ocurren hasta en el 10% de los pacientes hospitalizados. Las IAAS generan un incremento 

en la morbilidad, mortalidad, tiempo de hospitalización y costos (Ramos-Cevallos et al., 

2022).  

 

De acuerdo con Ramos-Cevallos y colaboradores (2022), las bacterias más frecuentemente 

implicadas en IAAS son: Staphylococcus aureus (S. aureus), Streptococcus sp., 

Acinetobacter  sp.,  Staphylococcus  coagulasa  negativo  (coagulasa  negativo), P. 

aeruginosa, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella sp. y K. pneumoniae. 

2.2.2. Epidemiología reciente en México 

En México, el Boletín de Infecciones Asociadas a la Atención de la Salud de la Red 

Hospitalaria de Vigilancia Epidemiológica informó los 10 principales microorganismos 

aislados en IAAS durante enero 2025 y podemos observar que todas las bacterias ESKAPE 
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se posicionan dentro de esta lista. P. aeruginosa ocupa el 2do lugar con 791 aislados y K. 

pneumoniae el 4to lugar con 488 aislados (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Principales microorganismos aislados en IAAS. Reportes enero 2025. Fuente: Boletín de 

Infecciones Asociadas a la Atención de la Salud (2025). 

2.2.3. Pseudomonas aeruginosa  

 2.2.3.1. Generalidades y factores de virulencia 

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa del filo Proteobacteria, clase Gamma 

proteobacteria (Ramírez et al., 2021), cuya morfología microscópica consiste en bacilos de 

un tamaño aproximado de 1 µm por 5 a 7 µm con extremos redondeados (De la Maza et al., 

2020). En cuanto a su morfología macroscópica se observa como colonias grandes y planas 

que tienden a extenderse. Su tasa de crecimiento es generalmente alta, lo que permite una 

rápida proliferación. Tiene la capacidad para producir un pigmento llamado piocianina, que 

contribuye al color azul-verde observado en las colonias. Esta pigmentación, dada por la 

piocianina, exclusiva de esta bacteria, simplifica la identificación preliminar (Parasuraman 

et al., 2024). 
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P. aeruginosa es aerobia pero puede crecer de forma anaerobia utilizando nitratos o arginina 

como aceptor alternativo para los electrones en lugar del oxígeno. Es una bacteria no 

fermentadora que obtiene su energía de la oxidación principalmente de la glucosa (Murray 

et al., 2021). Por lo anterior, la prueba bioquímica clave para su identificación es la prueba 

de la oxidasa, la cual se realiza con un reactivo que contiene el compuesto N,N,N',N'-

tetrametil-p-fenilendiamina, que actúa como donador de electrones y es oxidado cuando la 

bacteria posee citocromo c oxidasa, una enzima del sistema de transporte de electrones. 

Tiene una amplia distribución y rango de temperatura para su crecimiento, que va de 4°C a 

42°C. Es ubicua en el medio ambiente (suelo, compuestos orgánicos y agua) e infecta una 

amplia gama de hospederos, desde plantas hasta humanos. En el ambiente hospitalario se 

puede encontrar en lavabos, baños, equipos de diálisis y terapia respiratoria e incluso en las 

soluciones desinfectantes (Kumate et al., 2016; Coleman et al., 2020; Murray et al., 2021). 

La identificación mediante el método tradicional enfocado en la actividad endoenzimática 

puede consistir en pruebas para la determinación de movilidad, la utilización de 

carbohidratos, la utilización de oxígeno como aceptor final de electrones, la nula generación 

de productos de la fermentación, la utilización de ácidos orgánicos y la no utilización de 

compuestos nitrogenados y azufrados (Ramírez-Gama et al., 2021). Los resultados de 

algunas de estas pruebas para P. aeruginosa se muestra en la Tabla 1. La combinación de 

los resultados de las pruebas bioquímicas con la morfología (macroscópica y microscópica) 

y los patrones de crecimiento, permite la identificación bacteriana (Parasuraman et al., 

2024). 
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Tabla 1. Identificación bioquímica de P. aeruginosa. 

Prueba Resultado 

TSI Bisel Fondo Producción de CO2 Producción de H2S 

K K Negativa Negativa 

SIM Producción de H2S Producción de indol Movilidad 

Negativa Negativa Positiva 

Ureasa Negativa 

Catalasa Positiva 

Oxidasa Positiva 

MIO Movilidad Producción de indol Ornitina descarboxilasa 

Positiva Negativa Negativa 

LIA Descarboxilación de 

lisina 

Desaminación de 

lisina 

Producción de H2S 

Negativa Negativa Negativa 

Citrato Positiva 

Malonato Negativa 

Fuente: Tabla propia adaptada de Parasuraman y colaboradores (2024). 

 

Los factores de virulencia son moléculas que le confieren a la bacteria la capacidad de 

colonizar, superar las defensas del hospedero y dañar los tejidos de este (Joseph et al., 2024). 

P. aeruginosa posee una gran variedad de factores de virulencia (Figura 4) que contribuyen 

a la adhesión, colonización y atenuación de los mecanismos de defensa del paciente. Estos 

factores pueden agruparse en tres tipos, de acuerdo con Mohan y colaboradores (2024), 1) 

componentes de virulencia de superficie, comprendidos por el pili tipo IV, el flagelo, los 

lipopolisacáridos (LPS) y otros sistemas de secreción; 2) elementos de virulencia secretados 

como los exopolisacáridos, pigmentos, proteasas, toxinas, entre otros; y 3) mecanismos de 

comunicación bacteriana entre células como el quorum sensing y la formación de 

biopelícula. 

Las islas genómicas (GI) que contienen genes que codifican factores de virulencia existentes 

en el genoma accesorio de P. aeruginosa se conocen como islas de patogenicidad (PAPI), 

y ayudan en la adaptación de la bacteria en el paciente infectado y a la diversificación del 

patógeno. De hecho, la adaptación al medio exterior es una característica destacada de P. 

aeruginosa (Mohan et al., 2024). 
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En cuanto a sus sistemas de secreción se han identificado 6 tipos incluido el flagelo 

(asociado a T6SS), el pili (T4SS) y el sistema de secreción tipo 3 con componentes 

multitoxina (T3SS), que funcionan en la colonización del huésped, la adhesión, el swimming 

y el swarming que responde a la señalización quimiotáctica (Qin et al., 2022). 

 

 

Figura 4. Factores de virulencia de P. aeruginosa. Fuente: Ilustración propia adaptada de Mohan y 

colaboradores (2024). 

 

La formación de biopelícula es un modo de vida de P. aeruginosa y es el principal 

mecanismo de resistencia adaptativa que muestra (Mohan et al., 2024). Surge cuando las 

células bacterianas, individualizadas y en estado libre, exploran su entorno en busca de un 

lugar adecuado para colonizar y formar una comunidad. Una vez asentadas, se adhieren 

mediante adhesinas y producen un inductor que a medida que aumenta el número de células 

en la comunidad, el inductor también se ve incrementado, hasta alcanzar un umbral 

determinado. Cuando el umbral es alcanzado, se activa un factor de transcripción que 

promueve la expresión de todos los genes relacionados con la patogenicidad y la 

acumulación suficiente del inductor inicia la producción de una matriz extracelular mucosa 

que envuelve y encapsula las células bacterianas formando una estructura tridimensional 

(Ledermann, 2023).  

 

La biopelícula puede ser no mucoide o mucoide y la transición de la forma no mucoide a la 
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mucoide está relacionada con el avance de la resistencia de P. aeruginosa a los 

antimicrobianos y por ende con la baja esperanza de vida del paciente infectado con esta 

bacteria. La estructura y resistencia de la biopelícula dependen de los factores ambientales. 

El exopolisacárido alginato producido por la expresión predominante de c-di-GMP actúa 

como un obstáculo para la difusión de los antibióticos en la biopelícula y dificulta el 

mecanismo de defensa humana contra las biopelículas. La mayor carga negativa del alginato 

permite que las variantes mucoides se protejan de la acción de la catelicidina LL-37, 

mientras que las no mucoides sobreproducen la enzima catalasa para neutralizar el peróxido 

de hidrógeno (H₂O₂) (Mohan et al., 2024). 

 

La piocianina es un pigmento azul soluble en agua, exclusivo de P. aeruginosa que se 

produce en condiciones de alta disponibilidad de oxígeno y causa gravedad de la 

enfermedad dañando tejido y función de los órganos. También puede secretar un sideróforo 

llamado pioverdina (o fluoresceína) que confiere una pigmentación verde que actúa como 

sistema de captación de hierro del hospedero (Ledermann, 2023), piorrubina un pigmento 

rojizo y piomelanina, un pigmento marrón oscuro (AL-Khikani, 2023). 

2.2.3.2. Mecanismos de resistencia a los antibióticos 

Jiménez y colaboradores en el 2019 presentaron un consenso latinoamericano que permitió 

estandarizar las definiciones de las categorías de resistencia de las tres bacterias Gram 

negativas que conforman al grupo ESKAPE y que, además tienen un gran impacto como 

agentes causales de IAAS: P. aeruginosa, K. pneumoniae y Acinetobacter spp. Las reglas 

se establecieron con base en los antibióticos comúnmente utilizados, en la monitorización 

de los fenotipos de resistencia, en la relevancia para el tratamiento de las infecciones 

causadas por la bacteria en cuestión y en los países latinoamericanos que participaron en el 

consenso, entre los cuales se encuentra México. Estos autores establecieron la definición de 

P. aeruginosa multirresistente (MDR) cuando es resistente a 3 de los 10 grupos de 

antibióticos, de resistencia extendida (XDR) cuando es resistente a 8 o 9 de los 10 grupos 

de antibióticos y panresistente (PDR) cuando es resistente a todos los siguientes grupos de 

antibióticos, los cuales se mencionan a continuación: 1) piperacilina-tazobactam, 2) 

ceftazidima, 3) cefepima, 4) aztreonam, 5) imipenem, 6) meropenem, 7) gentamicina, 8) 

amikacina, 9) ciprofloxacino o levofloxacino y 10) colistina.  

 

La separación de algunos antibióticos en grupos diferentes, aunque pertenezcan a la misma 
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familia, se basó en el hecho de que ciertos mecanismos de resistencia son exclusivos de un 

antibiótico o pueden presentarse como disociaciones, es decir, un aislado clínico podría ser 

resistente a imipenem pero drogosensible a meropenem. 

 

La gentamicina es un antibiótico aminoglucósido que se utiliza comúnmente en el 

tratamiento de infecciones causadas por P. aeruginosa. Sin embargo, la efectividad de la 

gentamicina se ha visto limitada debido a la creciente resistencia de esta bacteria, pero sigue 

siendo utilizada en combinación con otros antibióticos para tratar infecciones graves 

(Espinoza y Esparza, 2021). 

 

El impacto de la resistencia en la mortalidad y en los costos ha indicado que el 67% de los 

pacientes infectados con cepas de P. aeruginosa resistentes tienen significativamente mayor 

mortalidad que los pacientes con cepas drogosensibles representada por el 23%. Además el 

costo por una infección resistente es prácticamente del doble que en los pacientes con cepas 

drogosensibles (Kumate et al., 2016). 

 

En cuanto a los mecanismos de resistencia, la membrana externa puede inhibir la 

penetración de antibiótico debido a las porinas. La porina principal es OprF la cual  induce 

el establecimiento de biopelículas, pero mutaciones en la segunda porina principal, la OprD, 

conduce a la resistencia a los carbapenémicos, mientras que la porina más pequeña, OprH, 

conduce a la resistencia a la gentamicina y la polimixina B (Qin et al., 2022; Mohan et al., 

2024). 

 

Las bombas de eflujo son un mecanismo conservado para eliminar compuestos tóxicos 

derivados de los antimicrobianos dentro de las células bacterianas. La familia de bombas de 

expulsión RND (resistencia-nodulación-división) tiene la correlación más fuerte con la 

resistencia a los antibióticos, principalmente cuatro de las 12 bombas de eflujo: MexAB-

OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y MexXY-prM. La primera es responsable de la 

resistencia a los aminoglucósidos, el triclosán, el dodecilsulfato de sodio y los 

carbapenémicos. La regulación positiva de MexCD-OprJ está estrechamente asociada con 

una mayor resistencia de la mayoría de las cepas clínicas al ciprofloxacino, la cefepima y el 

cloranfenicol. MexEF-OprN está asociada con la resistencia a los aminoglucósidos y los 

carbapenémicos, y la resistencia a cefalosporinas y fluoroquinolonas depende de la bomba 

de eflujo de MexXY-OprM (Qin et al., 2022; Mohan et al., 2024). 
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Además de los plásmidos, los integrones y transposones también contribuyen a la resistencia 

a través de la transferencia horizontal de genes y mutaciones Los genes que codifican 

carbapenemasas (CEG) y β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) están ampliamente 

presentes y las enzimas codificadas por genes presentes en cromosomas y plásmidos pueden 

conducir al desarrollo de resistencia intrínseca y adquirida (Mohan et al., 2024). 

 

En un estudio llevado a cabo en Brasil por Santos y colaboradores en el 2019, se encontró 

que 57 de 102 pacientes con ingreso de 48 h en la Unidad de Cuidados Intensivos 

presentaban infecciones por bacterias del grupo ESKAPE, siendo que el 26.3% 

correspondía a P. aeruginosa y el 26.7% de estos pacientes presentaban resistencia a 

ceftazidima, gentamicina, norfloxacino, ertapenem e imipenem, estos dos últimos 

corresponden a la categoría de carbapenémicos. Además, con relación al perfil de los 

pacientes infectados por ESKAPE se vio una prevalencia del sexo masculino y de edad 

avanzada. Particularmente en México, Garza-González y colaboradores realizaron un 

estudio, publicado en el 2019, cuyo objetivo era evaluar las tasas de resistencia 

antimicrobiana presentes en el país tomando en consideración muestras de 47 centros 

hospitalarios. Con relación al total de muestras de las que se aisló P. aeruginosa 

(respiratorias, orina, sangre y fluido cerebroespinal) el 29.7% de los aislados presentaron 

resistencia a imipenem y el 27.8% a meropenem (otro carbapenémico) coincidiendo con la 

resistencia a carbapenémicos (ertapenem e imipenem) encontrada en el estudio 

anteriormente citado, señalando que es un problema global que implica una amplia 

distribución de cepas resistentes. Asimismo, es importante destacar que la distribución de 

aislados MDR, PDR y XDR señalan que el 8.8% de los aislados de P. aeruginosa fueron 

MDR y también se identificaron aislados XDR y posibles PDR. 

 

Más recientemente, en otro estudio realizado en 2021, en el norte de México, por Camacho-

Silvas y colaboradores obtuvieron que a partir de 166 aislados bacterianos de orina, exudado 

de herida, sangre, secreción bronquial y otros, la multirresistencia a los antibacterianos 

abarcó hasta el 75% de los aislados y las bacterias más frecuentes fueron E. coli, P. 

aeruginosa, S. epidermidis y K. pneumoniae. El análisis de la multirresistencia según el tipo 

de muestra señala que el problema es de mayor complejidad y gravedad en los pacientes 

con infecciones en la sangre o en las vías respiratorias, ya que en estos fluidos fue donde se 

encontró el mayor porcentaje de aislados multirresistentes, la mayor variedad de bacterias 
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e incluso dos aislados PDR de P. aeruginosa. 

2.2.4. Klebsiella pneumoniae 

 2.2.4.1. Generalidades y factores de virulencia 

K. pneumoniae es un bacilo encapsulado Gram negativo que pertenece a clase Gamma 

proteobacteria, familia Enterobacteriaceae (Idris y Nadzir, 2023). La morfología de las 

colonias en placas de agar muestra colonias grandes de consistencia mucoide y una 

apariencia lisa o brillante. El color de estas colonias puede variar, desde blanco hasta 

cremoso o amarillo pálido. Es una bacteria de rápido crecimiento que comúnmente no 

presenta pigmentación; sin embargo, ciertas cepas pueden exhibir pigmentación amarilla 

pálida o rosada (Parasuraman et al., 2024). 

 

Esta bacteria es ubicua; se puede encontrar en el suelo, el agua y las plantas, y es 

colonizadora de mucosas de humanos y animales, sin causar infección, pero con un 

comportamiento patógeno oportunista. De hecho, las heces de personas sanas contienen K. 

pneumoniae (Joseph et al., 2024). Debido a su amplia presencia en humanos, la colonización 

gastrointestinal sirve como un reservorio importante para la transmisión e infección a otros 

sitios  y se ha confirmado la relación entre las cepas colonizadoras y las cepas obtenidas de 

los sitios de infección (Chang et al., 2021). 

 

La identificación mediante el método tradicional enfocado en la actividad endoenzimática 

puede consistir en pruebas para la determinación de movilidad, la utilización de 

carbohidratos, la utilización de oxígeno como aceptor final de electrones, la nula generación 

de productos de la fermentación, la utilización de ácidos orgánicos y la no utilización de 

compuestos nitrogenados y azufrados (Ramírez-Gama et al., 2021). Los resultados de 

algunas de estas pruebas para K. pneumoniae se muestra en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Identificación bioquímica de K. pneumoniae. 

Prueba Resultado 

TSI Bisel Fondo Producción de CO2 Producción de H2S 

A A Positiva Negativa 

SIM Producción de H2S Producción de indol Movilidad 

Negativa Negativa Negativa 

Ureasa Positiva 

Catalasa Positiva 

MIO Movilidad Producción de indol Ornitina descarboxilasa 

Negativa Negativa Negativa 

LIA Descarboxilación de 

lisina 

Desaminación de 

lisina 

Producción de H2S 

Positiva Negativa Negativa 

Citrato Positiva 

Malonato Positiva 

Fuente: Tabla adaptada de Parasuraman y colaboradores (2024). 

 

Los principales factores de virulencia que contribuyen en la patogénesis son sus 

polisacáridos capsulares (CPS), lipopolisacáridos (LPS), sideróforos, adhesinas (fimbrias) 

y biopelícula (Chang et al., 2021; Joseph et al., 2024). 

 

Los CPS son unidades repetitivas de polisacáridos que cubren la superficie bacteriana y en 

conjunto es conocido como antígeno K. Este contribuye significativamente a su virulencia, 

o capacidad de causar enfermedades según las variantes en la composición de azúcares. 

Cada variante de CPS se produce mediante el sistema de ensamblaje de polisacáridos 

Wzx/Wzy, el cual es controlado por un único locus de biosíntesis. Las principales unidades 

de monosacáridos son d-galactosa, d-glucosa, l-fucosa, l-ramnosa y d-manosa. Las formas 

capsulares (antígenos K) son de carga negativa, ya que consisten en piruvato y/o ácido 

urónico (Joseph et al., 2024).  
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Figura 5. Composición de la membrana celular de K. pneumoniae. Wbap: transferasa de galactosa, cataliza 

el primer paso en la formación de la cápsula; Wzx: flipasa, transporta las unidades de oligosacáridos repetitivas 

desde el lado citoplasmático hacia el lado periplásmico; Wzy: copolimerasa, cataliza la polimerización de las 

unidades de oligosacáridos; Wzc: tirosina autoquinasa, exporta y organiza los CPS. Wzb: fosfatasa de tirosina, 

desfosforila a Wzc; Wza: proteína de transporte, forma el poro de exportación del CPS en la membrana 

externa; Wzi: proteína de membrana externa, ancla los CPS a la superficie de la bacteria. Fuente: Joseph y 

colaboradores (2024). 

 

La aerobactina es un sideróforo producido por K. pneumoniae que juega un papel crucial en 

la virulencia de cepas hipervirulentas (hvKp). La producción de aerobactina está mediada 

por un conjunto de genes que se encuentran en un plásmido de virulencia. El operón 

iucABCDiutA es responsable de la síntesis de aerobactina, y su expresión se ha relacionado 

con la capacidad de la bacteria para causar infecciones invasivas (Liu et al., 2022; Struve et 

al., 2015). 

 

No todas las hvKp tienen fenotipo hipermucoviscoso, ya que algunas cepas clásicas son 

hipermucoviscosas (Chang et al., 2021). Por eso, las cepas hvKp no se pueden definir solo 

mediante la prueba de cuerda, de acuerdo con Zhang y colaboradores (2016), la aerobactina 

es un determinante de virulencia importante y un nuevo rasgo definitorio para la hvKp 

basado en el trasfondo genético. 

 

2.2.4.2. Mecanismos de resistencia a los antibióticos 

Como ya se había mencionado, Jiménez y colaboradores en el 2019 presentaron un consenso 
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latinoamericano que permitió estandarizar las definiciones de las categorías de resistencia 

de K. pneumoniae y establecieron que las cepas de K. pneumoniae MDR deben ser 

resistentes a 3 de los 12 grupos de antibióticos, las XDR a 10 u 11 de los 12 grupos de 

antibióticos y las PDR a todos los siguientes grupos de antibióticos: 1) amoxicilina-ácido 

clavulánico o ampicilina-sulbactam, 2) piperacilina tazobactam, 3) ceftazidima o 

cefotaxima/ceftriaxona o cefepima, 4) imipenem o meropenem, 5) aztreonam, 6) 

gentamicina, 7) amikacina, 8) ciprofloxacino, 9) trimetoprima-sulfametoxazol, 10) 

fosfomicina, 11) tigeciclina, 12) colistina. 

 

K. pneumoniae es importante productor de β-lactamasa de espectro extendido (BLEE) 

(Venkateswaran et al., 2023) y otros mecanismos de resistencia destacados son la 

modificación de los sitios de unión de los antibióticos, la disminución de la permeabilidad 

de la membrana celular y la activación de bombas de eflujo (Rossi et al., 2015; Santacruz 

et al., 2023; Cuenca-Riascos et al., 2023).  

 

El tratamiento para infecciones por esta bacteria se lleva a cabo con cefalosporinas de 

tercera generación, cefepima, carbapenémicos, fluoroquinolonas, piperacilina/tazobactam o 

aminoglucósidos (Thaden et al., 2017). La gentamicina es un antibiótico aminoglucósido 

de amplio espectro que se utiliza ampliamente contra K. pneumoniae pero su eficacia se ha 

visto disminuida debido a la creciente resistencia de esta bacteria (Jiang et al., 2018). 

 

Del mismo modo, en los últimos años, el uso extensivo de carbapenémicos, considerados 

antibióticos de última línea para el tratamiento de infecciones graves,  aumentó la resistencia 

a estos, en  K. pneumoniae (Chang et al., 2021). Uno de los mecanismos implicados es la 

producción de carbapenemasas, que son enzimas capaces de inactivar los carbapenémicos. 

La prevalencia de  K. pneumoniae productora de carbapenemasas (KPC) ha aumentado 

significativamente en diversas regiones, incluyendo América Latina (Rodríguez et al., 2011; 

Lucas-Parrales, 2024). 

2.2.5. Infecciones asociadas y respuesta inmune del hospedero 

P. aeruginosa causa severas infecciones principalmente en personas 

inmunocomprometidas. Se ha asociado especialmente a personas que presentan enfermedad 

pulmonar crónica, asma, fibrosis quística y enfermedades pulmonares obstructivas (Salim 

et al., 2024), aunque su papel patogénico no debe descartarse en pacientes 

inmunocompetentes (Qin et al., 2022). Ocasiona infecciones del tracto urinario, 
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respiratorio, de heridas en la piel y endocarditis (Agrawal y Patel, 2024). Es la quinta causa 

más frecuente de las infecciones en general, la segunda causa de neumonía como IAAS, la 

tercera causa de infección urinaria, la cuarta de infección de sitio quirúrgico y la séptima de 

sepsis (Paz-Zarza et al., 2019).  

K. pneumoniae, desarrolla infecciones que incluyen neumonía, infecciones del tracto 

urinario, sepsis y abscesos hepáticos, especialmente en pacientes que reciben atención en 

entornos hospitalarios (Salim et al., 2024). La formación de abscesos hepáticos se ha 

asociado a individuos con comorbilidades como diabetes. La respuesta inmune en estos 

casos puede ser insuficiente, lo que permite que la bacteria cause infecciones sistémicas 

severas y complicaciones como meningitis (Maheswaranathan et al., 2018). La 

identificación de cepas hipervirulentas de K. pneumoniae ha resaltado la importancia de la 

virulencia en la patogénesis, ya que estas cepas son capaces de causar infecciones más 

agresivas y con mayor tasa de mortalidad (Zhang et al., 2016). Estas infecciones pueden 

producirse por contacto con un hospedero infectado o pueden ser endógenas (Idris y Nadzir, 

2023), cuando hay transición de la colonización a una infección debida al deterioro de la 

defensa del hospedero por enfermedades subyacentes o terapias 

inmunomoduladoras (Chang et al., 2021). 

 

El proceso de patogénesis de la bacterias del grupo ESKAPE es complejo y de múltiples 

niveles que involucra varios factores para establecer una infección exitosa del hospedero. 

Aunque los elementos y el enfoque de los patógenos varían, se sigue un patrón similar. El 

primer paso es una adhesión sólida al hospedero a través de las superficies mucosas. Una 

vez que se han adherido, las células bacterianas invaden las células del hospedero y liberan 

diferentes toxinas (proteínas, enzimas y sideróforos) para afectar a las células sanas y evadir 

el sistema inmunitario (Venkateswaran et al., 2023). 

En el caso de patógenos Gram-negativos, la producción de fosfolipasa D, que escinde la 

fosfolipasa y la hemolisina, se utiliza comúnmente para dañar al hospedero. Los 

polisacáridos capsulares rodean la superficie bacteriana y evaden la activación del 

complemento, la muerte fagocítica y la opsonización en K. pneumoniae (Venkateswaran et 

al., 2023).  

El hierro es un metal esencial que los patógenos bacterianos requieren para múltiples 

procesos como la respiración y el metabolismo por lo que la adquisición de hierro es un 
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prerrequisito para sostenerlas en el entorno del hospedero. El hierro es un cofactor para 

múltiples procesos enzimáticos en el sistema humano. Se encuentra en complejos hemo de 

metaloproteína: hemoglobina, mioglobina, catalasas, citocromos y aconitasa como grupos 

Fe-S. Por lo tanto, la competencia por el hierro es feroz entre las bacterias y el hospedero. 

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para secuestrar el hierro disponible del 

entorno. K. pneumoniae produce los sideróforos aerobactina y salmoquelina y P. 

aeruginosa produce pioverdina (Venkateswaran et al., 2023). 

Si la evasión del sistema inmune por estas bacterias no es exitosa, activan neutrófilos y 

macrófagos reconocen a la bacteria, luego anticuerpos y proteínas del complemento, se unen 

a la superficie de la bacteria en un proceso llamado opsonización. Los receptores tipo Toll 

(TLR) son posiblemente los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) más 

importantes para el reconocimiento inicial de bacterias y virus (Qin et al., 2022). En 

particular, los TLR2 y TLR4 son activados por componentes de la pared celular bacteriana, 

como los lipopolisacáridos (LPS) (Muñoz y Rodríguez, 2016). El TLR5 también juega un 

importante papel en el reconocimiento de bacteria, ya que se activa con la flagelina y puede 

inducir un inflamasoma específico; y el TLR9 puede detectar intracelularmente el ADN 

CpG bacteriano no metilado. Aunque la vía TLR4 no funciona sola y es muy compleja, se 

ha demostrado que ratones deficientes de TLR4 muestran cargas bacterianas más altas y 

lesiones pulmonares graves bajo la infección (Qin et al., 2022). La activación de los 

macrófagos desencadena la producción de citocinas proinflamatorias como la IL-6, la IL-

1β, el TNF-α, y la interleucina-8 (IL-8) (Wieland et al., 2010; Liang et al., 2022).  

La opsonización marca a la bacteria para su eliminación y aumenta su reconocimiento por 

parte de los fagocitos (Guzmán-Beltrán et al., 2023). Una vez que la bacteria ha sido 

opsonizada, los fagocitos (neutrófilos y macrófagos) se adhieren a la superficie bacteriana 

y comienzan a envolverla mediante un proceso llamado endocitosis. Durante este proceso, 

la membrana celular del fagocito se extiende alrededor de la bacteria, formando una vesícula 

llamada fagosoma (Patrón-Ordóñez et al., 2023; Miranda y Lucas, 2023). Una vez que el 

fagosoma se ha formado, se fusiona con los lisosomas, que son orgánulos que contienen 

enzimas lisosomales y otros elementos antimicrobianos. Las enzimas lisosomales, como las 

proteasas y las lipasas, así como las especies reactivas de oxígeno (ROS), tales como el 

peróxido de hidrógeno y el superóxido actúan para descomponer y destruir la bacteria 

(Chávez-Solórzano et al., 2020; Valderrama et al., 2016). Después de que las bacterias 

fueron destruidas, los macrófagos pueden presentar fragmentos de antígenos bacterianos en 
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su superficie mediante moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) 

para activar la respuesta inmune adaptativa (Abad-Restrepo et al., 2018; Gaete et al., 2020). 

 

2.3. Péptidos antimicrobianos (AMPs) 

2.3.1. Definición, mecanismos de acción y ventajas terapéuticas 

Los péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas en inglés) son pequeños péptidos 

catiónicos y anfipáticos, componentes de la inmunidad innata de una amplia variedad de 

organismos eucariotas, que participan en la primera línea de defensa contra patógenos 

bacterianos, virales, fúngicos y parásitos (Zhang et al., 2021). Su mecanismo de acción se 

puede clasificar en: la modulación inmunológica y la muerte directa de patógenos. Tienen 

la capacidad activar leucocitos, estimular la angiogénesis para la cicatrización de heridas y 

reparación de tejidos (Morales et al., 2021), modular la producción de citocinas 

proinflamatorias y antiinflamatorias e incluso se ha reportado que cuentan con actividad 

antitumoral (Zhang et al., 2021).  

En comparación con los antibióticos convencionales, los AMPs muestran la ventaja de 

actuar sobre múltiples objetivos en la membrana celular de las bacterias, debido a su 

diversidad estructural y a sus múltiples mecanismos de acción y por esto mismo son menos 

propensos a que las bacterias desarrollen resistencia contra ellos (Pastrian, 2018; Samael 

Olascoaga-Del et al., 2018; Zhang et al., 2021). 

Por lo anterior, los AMPs están siendo objeto de estudio y es muy importante analizar y 

comprender mejor su estructura, función y aplicaciones. La identificación de nuevos AMPs 

a partir de fuentes naturales, como venenos y otras secreciones de animales, ha ampliado el 

repertorio de compuestos disponibles para el desarrollo de nuevos tratamientos (Morales et 

al., 2021; Rivera et al., 2011). Estos estudios no solo proporcionan información valiosa 

sobre la biología de los AMPs, sino que también abren nuevas vías para la innovación en el 

diseño de fármacos. 

 

2.3.2. Actividad antibacteriana e inmunomoduladora 

En la investigación de estrategias terapéuticas contra infecciones del grupo ESKAPE, 

Mwangi y colaboradores (2019), diseñaron un péptido cíclico con alta estabilidad basado 

en una catelicidina del veneno de serpiente y fue denominado como ZY4. Evaluaron su 

actividad antibacteriana in vitro contra P. aeruginosa MDR y A. baumannii MDR aisladas 

de muestras clínicas y se determinó una concentración mínima inhibitoria entre 2.0 y 4.5 
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μg/mL para P. aeruginosa MDR y entre 4.6 y 9.4 μg/mL para A. baumannii. La morfología 

de la membrana celular de las bacterias fue observada mediante microscopia electrónica de 

barrido y ZY4 causó la disrupción de la membrana de P. aeruginosa MDR y A. baumannii 

MDR, como se puede ver en la Figura 6 A y B. 

La suspensión bacteriana tratada con ZY4 se extrajo en diferentes tiempos, se sembró y la 

cuenta de CFU mostró que la actividad antibacteriana de ZY4 es más fuerte y rápida que la 

de la colistina, ya que ZY4 eliminó a P. aeruginosa y A. baumannii dentro de los 30 minutos 

después del tratamiento a una concentración de 5 veces la CMI, mientras que en ese tiempo 

y a esa misma concentración de colistina, este antibiótico no pudo eliminar a todas las 

bacterias. Además, en la Figura 6 C y D se puede observar que la actividad antibacteriana 

de ZY4 sobre estas bacterias es dependiente de la dosis. 

 

 

Figura 6. Permeabilización de la membrana celular por ZY4. A y B: P. aeruginosa y A. 

baumannii tratada con ZY4 mostraron disrupción de su membrana celular, mientras que la 

membrana de las bacterias no tratadas se mantuvo intacta. C y D: UFC de P. aeruginosa y A. 

baumannii después del tratamiento con colistina y ZY4 a diferentes concentraciones y la bacteria 

sembrada a diferentes tiempos. Fuente: Mwangi y colaboradores (2019) 

 

De manera significativa, ZY4 inhibió la formación de biopelículas de P. aeruginosa y A. 

baumannii de forma dependiente de la dosis. Además, las biopelículas preformadas de P. 

aeruginosa y A. baumannii también fueron eliminadas por ZY4 de manera dependiente de 

la dosis. 
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Mwangi y colaboradores (2019) también evaluaron la selección de resistencia mediante 

pases seriados de la bacteria en presencia de concentraciones subinhibitorias de ZY4 o 

colistina hasta 60 pases. A diferencia de la colistina, las cepas de P. aeruginosa no 

desarrollaron resistencia fácilmente a ZY4. La exposición a colistina resultó en un aumento 

constante de la CMI ya desde los primeros 20 pases, alcanzando un incremento de 16 a 25 

veces en la CMI después de 60 pases. Sin embargo, no se observó un cambio significativo 

con ZY4, mostrando solo un aumento de 4.0 a 4.5 veces después de 60 pases. Un fenómeno 

similar se observó en las cepas de A. baumannii. 

 

Por último, la administración de ZY4 en ratones con infección pulmonar por P. aeruginosa 

disminuyó la carga bacteriana de una manera dosis dependiente, logrando inhibir hasta el 

90% la colonización pulmonar con 8 mg/kg del péptido. ZY4 redujo los niveles plasmáticos 

de citocinas proinflamatorias sugiriendo un potencial antiinflamatorio in vivo. El análisis 

farmacocinético de ZY4 demostró una vida media de 1.8 horas después de una inyección 

intravenosa (i.v.) en ratones, lo que indica además el efecto protector de las modificaciones 

de la catelicidina del veneno de serpiente para mejorar la estabilidad del péptido. La 

toxicidad aguda in vivo de ZY4 en ratones tras una inyección i.v. mostró solo signos leves 

de toxicidad aguda a 40 mg/kg, mientras que la colistina mató a casi todos los ratones a 10 

mg/kg, lo que sugiere una menor toxicidad de ZY4. 

 

En el 2020, Zhou y colaboradores diseñaron y sintetizaron un análogo optimizado del 

péptido Jelleine-1 aislado de la jalea real de las abejas melíferas que mostró una actividad 

antimicrobiana mejorada contra P. aeruginosa MDR. El análogo, enriquecido en arginina y 

leucina, que se identificó como análogo 15 mostró una potente actividad antimicrobiana in 

vitro e in vivo con una CMI de 8 μM. Mostró una actividad hemolítica insignificante en 

concentraciones de 1 a 256 μM y asimismo una citotoxicidad insignificante en células NIH 

3T3, RAW 264.7 y Hela. No se observaron cambios significativos en el nivel de ALT, AST, 

proteína total y albúmina en ratones después de 8 días de tratamiento ni se detectaron 

diferencias significativas en el cambio de peso corporal lo cual indica que el análogo 15 de 

Jelleine-1 no exhibió toxicidad in vivo en los animales probados. 

 

Es importante también mencionar que en la literatura se ha reportado el uso de diferentes 

disolventes para péptidos antimicrobianos, los cuales influyen en su solubilidad, estabilidad 

y actividad biológica. En estudios con la catelicidina humana LL-37, Huang et al. (2006) 
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utilizaron ácido acético al 0.01 % como vehículo para disolver el péptido, observando que 

esta solución no presentó efectos citotóxicos ni actividad antimicrobiana por sí sola, lo que 

validó su uso como control. Por otro lado, López-García et al. (2006) emplearon agua 

bidestilada estéril para preparar soluciones de LL-37, las cuales fueron liofilizadas para su 

conservación, sin reportar pérdida de actividad ni interferencia atribuible al solvente. 

Finalmente, en la patente CA2632782A1 se describe la disolución del péptido canino 

K9CATH en ácido acético al 0,01 % complementado con albúmina al 0,1 %, estrategia que 

mejora la estabilidad del péptido y previene su adsorción a superficies. 

 

2.3.3. Catelicidinas: estructura, mecanismos y estudios previos 

2.3.3.1. Características estructurales y actividad biológica 

Las catelicidinas son AMPs distribuidos en varios organismos, incluidos mamíferos, aves, 

reptiles, anfibios y peces, que tienen actividad antimicrobiana de amplio espectro contra 

bacterias, virus y hongos (Guerra et al., 2024). Son producidas principalmente por 

neutrófilos, células epiteliales, macrófagos y fibroblastos (Cavagnero y Gallo, 2022) y su 

expresión constitutiva e inducida tiene lugar en glándulas salivales, amígdalas, ganglios 

linfáticos, glándula tiroidea, pulmones, corazón, bazo, hígado, intestino delgado, placenta, 

médula ósea y testículos.  

Las catelicidinas están conformadas por 12 a 97 aminoácidos y fueron descubiertas en 

neutrófilos bovinos por Zanetti y colaboradores a principios de la década de 1990 

(Mookherjee et al., 2013). En el caso de los neutrófilos, la catelicidina se almacena en 

gránulos intracelulares y se libera al exterior de la célula mediante un proceso llamado 

degranulación. Este proceso ocurre en respuesta a estímulos inflamatorios incluyendo la 

presencia de patógenos y bajo estas condiciones su expresión es inducida por la vía NF-kB 

que inicia con los receptores TLR, y el prepropéptido almacenado en los gránulos de las 

células productoras se libera (Moreno-Angarita et al., 2020). 

Las deficiencias en la producción o actividad de las catelicidinas se han asociado con un 

mayor riesgo de infecciones, ya que se ha reportado, por ejemplo, que Huang y 

colaboradores (2007) experimentaron con ratones deficientes de catelicidina y estos 

presentaron un retraso significativo en la eliminación de P. aeruginosa de la córnea. Esta 

evidencia directa in vivo demuestra que la expresión endógena de catelicidina proporciona 

defensa contra la infección. 

El término "catelicidina" se acuñó en 1995 para describir a esta familia de péptidos 
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catiónicos bipartitos que comparten una secuencia conservada de ADN pre-proteica en el 

extremo N-terminal (Figura 7), altamente homóloga a la secuencia aguas arriba del gen que 

codifica la proteína catelina, un inhibidor de proteasa. Así, las catelicidinas reciben este 

nombre debido a esta homología en la parte de la proteína precursora, la cual está 

involucrada en la secreción y el procesamiento, pero esta familia es más conocida por las 

sus propiedades antimicrobianas. El dominio antimicrobiano es estructuralmente variable y 

se activa proteolíticamente cuando es escindido, convirtiéndose en el péptido maduro 

(Mookherjee et al., 2013). 

En el humano, solo se ha descrito un miembro de la familia de las catelicidinas y se 

denomina LL-37, codificada por el gen CAMP en el cromosoma 3 con localización 3p21.31. 

Está constituida por 37 aminoácidos (Moreno-Angarita et al., 2020) y se conoce también 

como CAP18, FALL-39 y FALL39 de acuerdo con lo reportado en la base de datos THE 

HUMAN PROTEIN ATLAS.   

 

 

Figura 7. Estructura del gen de las catelicidinas y su procesamiento. Fuente: Mookherjee y 

colaboradores (2013) 

 

2.3.3.2. Modelos de acción sobre membranas 

Su porción hidrofóbica compuesta principalmente de residuos cargados positivamente 

interactúa con moléculas cargadas negativamente como el LPS de las membranas 

bacterianas Gram negativas o el ácido teicoico de bacterias Gram positivas (Moreno-

Angarita et al., 2020). A continuación se describen los modelos hipotéticos del mecanismo 

de acción de las catelicidinas y otros AMPs, de acuerdo con Zhang y colaboradores (2021). 

Los péptidos pueden translocarse en la membrana hacia el citoplasma para actuar 

intracelularmente de manera que pueden inhibir la síntesis de ADN, ARN, proteínas y el 

plegamiento de estas, o pueden actuar sobre la membrana, como se ilustra en la Figura 8 
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(Guerra et al., 2024). 

Modelo barril-duela: Los péptidos se insertan perpendicularmente a la bicapa lipídica, 

formando poros. La parte hidrófila de los AMPs interactúa con el interior del barril, mientras 

que la parte hidrófoba interactúa con los lípidos dentro de la membrana, facilitando el 

transporte de sustancias, similar a un barril.   

Modelo toroidal: Los péptidos se insertan en la membrana e inducen una curvatura que hace 

que los lípidos se reorganicen y formen un poro con bicapa lipídica continua, que tiene la 

apariencia de un toroide (una estructura similar a un anillo o dona). Los lípidos se curvan 

hacia el interior del poro y se incrustan dentro del centro hidrofóbico de modo que los bordes 

del poro están compuestos tanto por los péptidos como por los lípidos de la membrana. Este 

tipo de poro provoca una pérdida de la barrera selectiva de la membrana, permitiendo la 

fuga de iones y otras moléculas pequeñas, lo que desestabiliza la célula y puede llevar a su 

muerte. 

Modelo de alfombra: Los péptidos se disponen paralelamente a la superficie de la 

membrana, como si formaran una "alfombra" sobre la bicapa lipídica. En una acción análoga 

a la de los detergentes, los péptidos forman micelas con los lípidos que alteran la función 

de la membrana celular. 

 

Figura 8. Modelos de los mecanismos de acción de las catelicidinas. Fuente: Guerra y 

colaboradores (2024). 
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En cuando a las propiedades inmunomoduladoras de las catelicidinas, Alford y 

colaboradores (2020) y Moreno-Angarita y colaboradores (2020) exponen que la mayoría 

de las catelicidinas son proinflamatorias y antiinflamatorias, dependiendo del 

microambiente donde se secreta. Durante la diferenciación de monocitos en macrófagos, la 

presencia de LL-37 genera un ambiente proinflamatorio, resultando en una regulación 

negativa de IL-10 y un aumento de IL-12p40 que favorece la población de macrófagos M1 

sobre los de tipo M2; otros estudios han demostrado que LL-37 promueve la producción de 

IL-6 (Moreno-Angarita et al., 2020). 

Pero por otro lado, se ha reportado que la unión de LL-37 a lipopolisacáridos (LPS) puede 

prevenir la sepsis inducida por endotoxinas bacterianas, al inhibir la activación del TLR4 

por LPS. Esta inhibición reduce la disponibilidad del LPS para la activación de la cascada 

de señalización que lleva a la respuesta inflamatoria excesiva característica de la sepsis 

(Moreno-Angarita et al., 2020; Al Adwani et al., 2021). LL-37 interrumpe la función del 

receptor TLR-4 específicamente, en células dendríticas y macrófagos en presencia de LPS, 

lo que resulta en niveles más bajos de producción de citocinas proinflamatorias, de acuerdo 

con lo reportado por Moreno-Angarita y colaboradores (2020). 

2.3.3.3. Catelicidinas animales 

Las catelicidinas desempeñan un papel esencial en la inmunidad innata de diversos animales 

y ya se han aislado, caracterizado y sintetizado muchas de estas. El péptido K9CATH es 

una catelicidina canina compuesta por 38 aminoácidos presente en el contenido de los 

gránulos de neutrófilos. Tamayo y colaboradores (2012), han reportado que K9CATH tiene 

una amplia actividad antimicrobiana in vitro contra bacterias grampositivas (Listeria 

monocytogenes y S. aureus), bacterias gramnegativas (Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Salmonella serotipo typhimurium, P. aeruginosa, P. mirabilis, Salmonella 

serotipo enteritidis y N. gonorrhoeae), y levaduras (Candida albicans). Por lo tanto esta 

actividad fue probada contra Mycobacterium tuberculosis observando que l péptido 

K9CATH inhibió a M. tuberculosis H37Rv con una CMI de 10.66 µg/mL y por microscopía 

electrónica pudieron observar una disrupción en la membrana de M. tuberculosis H37Rv. 

K9CATH no fue citotóxico, ya que se obtuvo una viabilidad celular del 95% en células 

A549 a una concentración de 32 µg/mL. 
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Figura 9. Disrupción de membrana celular de M. tuberculosis por K9CATH. Fuente: Tamayo 

y colaboradores (2012). 

El búfalo de agua (Bubalus bubalis) se enfrenta a un ambiente hostil, caracterizado por 

zonas pantanosas de los climas tropicales y subtropicales, favorable para las infecciones 

(Palacios et al., 2023). Sin embargo, este mamífero tiene una inmunidad innata fuerte que 

ha evolucionado para luchar contra los patógenos. Esta capacidad se ha relacionado con que 

sus células polimorfonucleares contienen una variedad de proteínas y péptidos 

antimicrobianos. En el búfalo, los AMP estudiados hasta ahora pertenecen a las defensinas 

y catelicidinas. Se han identificado varias catelicidinas y la alineación de sus secuencias 

aminoacídicas ha mostrado una alta variabilidad en el dominio antimicrobiano C-terminal.  

Se ha demostrado in vitro e in vivo que dosis bajas de la catelicidina de búfalo de agua 

(WBCATH) mejoran la respuesta inmune mediada por macrófagos, contra la infección por 

una cepa de referencia y una cepa clínica MDR de Mycobacterium tuberculosis, 

disminuyendo las cargas bacilares pulmonares en modelo murino, al tiempo que induce una 

alta expresión de citocinas proinflamatorias. En todas las concentraciones probadas hubo un 

efecto antimicrobiano y bactericida significativo, de 1 a 16 μg/mL, siendo máximo a 32 y 

64 μg/mL (Figura 10). Existe un efecto dosis dependiente de WBCATH contra la cepa 

H37Rv y la cepa MDR, basado en la lectura de la densidad óptica y confirmado por el 

recuento de UFC.  

 



40  

 

Figura 10. Actividad antibacteriana de WBCATH sobre cepa H37Rv y cepa MDR de M. tuberculosis 

A: Densidad óptica medida para Mtb H37Rv y concentraciones de WBCATH desde 1 hasta 64 μg/mL. B: 

UFC/mL de Mtb H37Rv después de la incubación con 16, 32 y 64 μg/mL de WBCATH. C: Densidad óptica 

medida para Mtb MDR y concentraciones de WBCATH desde 1 hasta 64 μg/mL. D: UFC/mL de Mtb MDR 

después de la incubación con 16, 32 y 64 μg/mL de WBCATH. INH: Isoniazida (control positivo para Mtb 

H37Rv; AMK: Amicacina (control positivo para Mtb MDR). Fuente: Palacios y colaboradores (2023). 

Asimismo, también se observó mediante microscopia electrónica que después de 18 horas 

de incubación de M. tuberculosis H37Rv y MDR con WBCATH en concentraciones de 32 

y 64 μg produjo muchas anomalías estructurales y esta evidencia destaca la actividad 

antimicrobiana directa del péptido.  

 

WBCATH en una concentración de 160 µg/mL se utilizó como tratamiento de macrófagos 

alveolares infectados y en comparación con los macrófagos infectados no tratados, 

WBCATH disminuyó en un 86.27% la carga bacilar 24 horas después de la infección, 

87.02% después de 72 horas  y 74.85% después de 144 horas, demostrando que WBCATH 

mejora la eliminación bacteriana. También evaluaron la producción de citocinas por 

macrófagos infectados y no infectados y se recogieron sobrenadantes después de 1 y 24 
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horas para medir mediante ELISA la producción de TNFα e IL-12. WBCATH en una 

concentración de 160 μg/mL indujo una producción significativamente dos veces mayor de 

TNFα después de 24 horas de infección en macrófagos incubados con WBCATH y una 

producción tres veces mayor de IL-12 después de 1 y 24 horas de incubación con 

macrófagos alveolares infectados y no infectados. 

 

 

Figura 11. Producción de TNFα e IL-12 por macrófagos infectados con Mtb H37Rv tratados con 

WBCATH (160 µg/mL). A: Producción de TNFα después de 1 y 24 h de tratamiento con WBCATH. B: 

Producción de IL-12 después de 1 y 24 h de tratamiento con WBCATH. Fuente: Palacios y colaboradores 

(2023). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

El aumento de infecciones por bacterias resistentes a los antibióticos representa un desafío 

global en la salud pública, especialmente por el impacto de bacterias del grupo ESKAPE, 

como Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, que lideran las tasas de 

resistencia en entornos hospitalarios de México. Las cepas MDR de estas bacterias 

frecuentemente causan Infecciones Asociadas a la Atención de la Salud para las cuales el 

tratamiento es limitado y conllevan un incremento de la morbilidad y mortalidad. 

 

En la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas, el estudio de péptidos antimicrobianos 

(AMPs) ha sido de gran importancia debido a que confieren inmunidad innata a mamíferos 

que se enfrentan a ambientes con una gran variedad de agentes patógenos, por eso en este 

trabajo se evalúa el efecto del péptido WB14_F, una catelicidina del búfalo de agua. Ya se 

ha explorado su efecto antimicrobiano e inmunomodulador sobre Mycobacterium 

tuberculosis pero los siguientes ensayos buscan conocer su efecto sobre P. aeruginosa MDR 

y K. pneumoniae MDR, patógenos clínicamente relevantes y con alta incidencia en el 

noreste de México. 
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4. HIPÓTESIS 

 

La catelicidina WB14_F tiene actividad bacteriostática y/o bactericida, y es capaz de activar 

células inmunes innatas in vitro que producen factores solubles que ayudan a combatir 

infecciones por P. aeruginosa y K. pneumoniae multirresistentes aisladas de pacientes de 

un hospital de tercer nivel de atención en el Noreste de México. 
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5. OBJETIVOS DEL TRABAJO 

 

5.1. Objetivo general 

Evaluar el efecto de la catelicidina WB14_F in vitro sobre aislados MDR de P. aeruginosa 

y K. pneumoniae obtenidos de un hospital de tercer nivel de atención en el Noreste de 

México. 

 

5.2. Objetivos específicos 

1. Identificar los aislados bacterianos y clasificar su resistencia antimicrobiana. 

2. Estandarizar inóculo para la cuenta en placa de P. aeruginosa y K. pneumoniae. 

3. Evaluar la actividad antimicrobiana de WB14_F contra los aislados MDR de P. 

aeruginosa y K. pneumoniae. 

4. Evaluar la actividad hemolítica y citotóxica de WB14_F utilizando eritrocitos y 

células mononucleares de sangre periférica humana. 

5. Determinar la actividad inmunomoduladora de WB14_F sobre células inmunes 

sanguíneas. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1. Obtención de las muestras bacterianas 

Los aislados de P. aeruginosa y K. pneumoniae fueron obtenidos de la Unidad Médica de 

Alta Especialidad (UMAE) No. 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), en 

Nuevo León, México. También se utilizaron las cepas P. aeruginosa ATCC 27853 y K. 

pneumoniae ATCC 13883. 

6.2. Cultivo e identificación de las bacterias 

6.2.1. Cultivo 

Se descongelaron las criopreservas y de cada suspensión bacteriana se tomaron 200 μL que 

se añadieron en microtubo con 1 mL de caldo infusión cerebro corazón (BHI). Se incubaron 

a 37°C por 24 horas y se realizó un segundo pase de 200 μL del primer microtubo a un 

nuevo microtubo con 1 mL de BHI y nuevamente se incubó a 37°C por 24 horas. Después 

P. aeruginosa se sembró en Agar Pseudomonas F, un medio para la detección de P. 

aeruginosa basado en la visualización de la pioverdina (también conocida como 

fluoresceína) y K. pneumoniae en agar MacConkey, y se incubaron durante 24 horas a 37° 

C. 

 

6.2.2. Tinción Gram 

La tinción Gram se llevó a cabo siguiendo la metodología descrita por Ramírez-Gama y 

colaboradores (2021). Primero se colocó una gota de agua destilada en un portaobjetos, se 

tomó una asada de cada aislado en placa de Agar Pseudomonas F, previamente incubada 

por 24 horas, y con el asa se dispersó la bacteria en la gota de agua. Luego se fijó con calor 

utilizando la flama del mechero Bunsen. Una vez que la bacteria fue fijada se agregó cristal 

violeta y después de 1 minuto se lavó con agua destilada. Posteriormente se añadió el lugol 

que también después de 1 minutos se lavó. Se agregaron de 5 a 10 gotas de alcohol acetona 

e inmediatamente se lavó, y por último se agregó la safranina que después de 30 a 60 

segundos se lavó, y el portaobjetos se dejó secar al aire. 

 

6.2.3. Pruebas bioquímicas 

Se tomó una asada de un cultivo en placa previamente incubado por 24 horas de cada uno 

de los aislados y se sembró en cada uno de los tubos previamente preparados para realizar 

las siguientes pruebas bioquímicas: TSI, SIM, ureasa, MIO, LIA, citrato y malonato. Todos 

los tubos inoculados se incubaron a 37°C durante 18 a 24 horas. La prueba de la catalasa y 
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oxidasa (solo para P. aeruginosa) se realizaron en portaobjetos de vidrio y papel filtro 

respectivamente. 

 

6.2.4. Cinética de crecimiento 

A partir de un cultivo en placa incubado por 24 horas se ajustó una suspensión bacteriana 

en tubo con 15 mL de medio BHI a una absorbancia de 0.080 en una longitud de onda de 

600 nm. Cada hora hasta la hora 12 y a las horas 23 y 24, se tomó 1 mL para colocarlo en 

una celda de medición y realizar la lectura de absorbancia a 600 nm. Para cada medición se 

realizaron 3 lecturas y se graficaron las medias para determinar la fase logarítmica y 

estacionaria de cada aislado bacteriano. 

 

6.3. Clasificación de resistencia antimicrobiana  

La susceptibilidad a antibióticos se realizó utilizando el sistema VITEK de bioMérieux 

empleando los antibióticos que se enlistan a continuación. 

 

Panel para P. aeruginosa: Cefalotina, cefuroxima, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, 

cefepima, meropenem, amicacina, gentamicina, ciprofloxacino, norfloxacino y amoxicilina. 

 

Panel para K. pneumoniae: Ampicilina, ampicilina/Sulbactam, cefalotina, cefuroxima 

(oral), cefuroxima (otra), cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepima, ertapenem, 

meropenem, amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, norfloxacino, nitrofurantoina, 

trimetoprima/sulfametoxazol y amoxicilina. 

 

Con base en los criterios publicados por Jiménez y colaboradores (2019) se seleccionaron 1 

aislado MDR de cada bacteria. Para P. aeruginosa un aislado MDR se define como el 

aislado resistente a  3 de los 10 grupos de antibióticos mencionados previamente y para K. 

pneumoniae se define como el aislado resistente al menos a 3 de los 12 grupos de 

antibióticos. Se utilizó el término “Resistente” (R) para las resistencias completas y 

“Sensible” (S) para los aislados sensibles y con resistencia intermedia (Jiménez et al., 2019). 

 

6.4. Criopreserva de los aislados 

De acuerdo con la metodología de LaBauve y Wargo (2012), modificada, los aislados 

clínicos y las cepas de referencia ATCC fueron criopreservados para su almacenamiento a 

largo plazo. Para ello se tomó una asada de cada aislado en agar y se inoculó un tubo 
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Eppendorf con caldo infusión cerebro-corazón. Se incubó durante 16-24 horas a 37°C. Se 

preparó glicerol al 50% diluido con agua destilada y se esterilizó. Se colocaron 400 μL del 

glicerol al 50% en un vial criogénico y se añadieron 600 μL del cultivo. La solución se 

mezcló bien utilizando un vórtex a velocidad media o mediante inversiones repetidas. Los 

crioviales se refrigeraron por 4 horas, luego se congelaron primero a -20°C por 2 horas y 

por último se colocaron en el ultracongelador a -80°C (Ramírez-Gama et al., 2021). 

 

6.5. Estandarización de inóculo  

Se tomó un cultivo en placa con agar Pseudomonas F para P. aeruginosa ATCC y un cultivo 

en placa con agar MacConkey para K. pneumoniae ATCC de 24 horas de incubación. Se 

prepararon diferentes suspensiones bacterianas en tubos con 5 mL de solución salina al 

0.85%y fueron medidas en el espectro ultravioleta-visible (UV-VIS) a 600 nm. Se realizaron 

diluciones seriadas de las suspensiones, hasta 10−6 para P. aeruginosa y hasta 10−4 para 

K. pneumoniae, utilizando tubos con 4.5 mL de solución salina al 0.85% y agregando 500 

μL del tubo anterior.  

 

Para la siembra del inóculo se utilizó una asa calibrada de 1 μL (1/1000) y se sembró por 

duplicado la última dilución de cada bacteria en placas con agar MacConkey. Se estrío con 

líneas horizontales y una línea central vertical para asegurar una distribución uniforme de 

la muestra en el medio de cultivo. La estría horizontal permite una mejor dispersión de los 

microorganismos, mientras que la línea central guía la distribución del inóculo. Las placas 

se incubaron a 37°C por 24 horas y después se contaron las colonias en el medio para 

encontrar la concentración bacteriana que permitiera obtener crecimiento contable y utilizar 

dicha concentración para los ensayos antimicrobianos con gentamicina y el péptido 

WB14_F. 

 

6.6. Preparación del péptido WB14_F 

El péptido sintético liofilizado WB14_F fue donado por el Dr. Tonatiuh Melgarejo de la 

Universidad de California en Estados Unidos de América. Está conformado por 14 

aminoácidos, su secuencia es GLARILLRWLFFRG y tiene una pureza del 95.36%. Unos 

viales fueron reconstituidos con ácido acético al 0.01% que a su vez fue diluido con agua 

destilada, otros solo con agua destilada estéril y otros con ácido acético al 0.1% diluido con 

solución salina al 0.85%. La concentración final de todos los viales fue 2 mg/mL y una vez 

reconstituidos fueron almacenados primero a -40 °C por 24 horas y luego a -70 °C hasta su 
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siguiente uso.  

La secuencia de aminoácidos del péptido tiene un 85.7% de identidad con la catelicidina 4 

del búfalo de agua, publicada con el número de acceso AIZ93880.1 en la base de datos 

National Library of Medicine del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(Stephen et al., 1997). 

6.7. Evaluación de la actividad antimicrobiana de WB14_F  

Ensayo de medición de densidad óptica  

Primero se añadieron 100 μL de solución salina en los pocillos del perímetro del área de 

trabajo, para minimizar la evaporación del volumen de los pocillos de ensayo durante la 

incubación. Luego se agregaron 200 μL de BHI en los pocillos B a D y 100 μL en los 

pocillos B a D de las columnas 5 a 10. Luego se añadieron 50 μL de ácido acético al 0.01% 

en los pocillos B a D de la columna. Posteriormente se agregó el péptido WB14_F en su 

concentración inicial de 2 mg/mL, resuspendido en ácido acético al 0.01% que a su vez fue  

diluido con agua destilada, en los pocillos B a D de la columna 5 y a partir estos se realizaron 

diluciones seriadas dobles hasta 62.5 μg/mL.  

 

El inóculo se preparó tomando bacteria de un cultivo de 24 horas para homogenizarlo en 5 

mL de solución salina y ajustar su turbidez a un estándar de 4 en la escala de McFarland. 

Luego se tomó 1 mL de esa suspensión bacteriana y se agregó a otro tubo con 7 mL de caldo 

BHI para que de esta manera la bacteria se diluyera en 1:8 y la suspensión en BHI quedara 

en una concentración aproximada del estándar 0.5 de la escala de McFarland. Se añadieron 

50 μL de la bacteria en los pocillos B a D de las columnas 5 a 10 como se ilustra en la 

Figura 12. 
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Figura 12. Representación de la placa de 96 pocillos para los ensayos de microdilución en caldo y 

espectrofotometría. Caldo BHI (color naranja, control de medio sin bacteria); caldo BHI + WB14_F (color 

azul oscuro, control de medio + WB14_F); WB14_F + bacteria (color verde); ácido acético al 0.01% + bacteria 

(color azul claro); caldo BHI + bacteria (color púrpura, control de bacteria sin tratar).  

 

La placa se incubó a 37°C por 24 horas y se llevó al espectrofotómetro para medir la 

densidad óptica (DO) que se usó como medida indirecta del crecimiento bacteriano. Valores 

más bajos indican mayor eficacia antimicrobiana de WB14_F. 

 

Ensayos de reducción de resazurina medida por espectrofotometría 

Siguiendo el protocolo descrito por Barreras-Serrano y colaboradores 2014, con 

modificaciones, primero se agregaron 200 μL de agua destilada estéril en los pocillos del 

perímetro de las placa. La gentamicina y el péptido WB14_F se prepararon en soluciones 

de trabajo 2x en agua destilada estéril. 

 

En los pocillos B a G de la columna 2 se agregaron 200 μL de caldo BHI como control de 

medio sin bacteria y en los pocillos B a G de las columnas 3 a 11 se agregaron 100 μL del 

mismo medio. Se añadieron 100 μL de la solución de trabajo 2x de gentamicina o péptido 

WB14_F en los pocillos B a G de la columna 3 (Figura 13) y a partir de estos pocillos se 

fueron transfiriendo 100 μL hasta la columna 10 y del último pocillo se descartaron 100 μL 

después de homogenizar con la micropipeta. 
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Figura 13. Representación de placa de 96 pocillos en los ensayos de reducción de resazurina por 

espectrofotometría. Con recuadros negros se delimitó el espacio para un aislado bacteriano. Agua destilada 

(color azul claro), caldo BHI (color naranja, control de medio sin bacteria); gentamicina (color verde); caldo 

BHI + bacteria (color púrpura, control de bacteria sin tratar).  

 

Para la preparación del inóculo se tomó 1 colonia de un cultivo de 24 horas de P. aeruginosa 

y de K. pneumoniae. Las colonias de cada bacteria se colocaron en un tubo con 5 mL de 

solución salina al 0.85% estéril, se homogenizó y se ajustó a una absorbancia de 0.070 para 

P. aeruginosa y 0.092 para K. pneumoniae, a 600 nm.  

 

Una vez que las absorbancias fueron ajustadas se tomaron 500 μL y se transfirieron a un 

tubo con 4.5 mL de solución salina al 0.85% estéril del cual nuevamente se tomaron 500 μL 

para realizar diluciones seriadas hasta 10−6 para P. aeruginosa y hasta 10−4 para K. 

pneumoniae.  

 

Del último tubo se tomaron 100 μL para agregar a cada uno de los pocillos de B a G desde 

la columna 3 hasta la 11. El número de células que se depositaron en los 100 μL del inóculo 

en cada pocillo de la placa de 96 pocillos fue de 8,600 células de P. aeruginosa y 200 células 

de K. pneumoniae.  

Por último, se añadieron 30 μL de resazurina al 0.015% previamente filtrada, a todos los 

pocillos (B-G de las columnas 2-11). Las placas se cubrieron con parafilm y papel aluminio, 

y se incubaron a 37° C durante 18 horas. Cuando las placas se sacaron de la incubadora se 
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registró el color de todos los pocillos. El principio de la resazurina se basa en su reducción 

a resorufina por la actividad metabólica de bacterias viables. Un color azul se interpretó 

como inhibición del crecimiento bacteriano y un color rosa como crecimiento bacteriano.  

 

Después de registrar la visualización del cambio de color, se usó un lector de microplacas 

para leer la absorbancia a 570 (pico de absorbancia para la resorufina) y 600 nm como valor 

de referencia para la corrección de turbidez y fondo óptico. Para el cálculo de reducción de 

resazurina se utilizó la siguiente fórmula (Mouville y Benaroudj, 2020): 

 

 

 

Esta fórmula se utiliza para calcular el porcentaje de reducción de resazurina con E oxi 600 

representa al coeficiente de extinción molar de la resazurina oxidada a 600 nm (117216); E 

oxi 570 al coeficiente de extinción molar de la resazurina oxidada a 570 nm (80586); E red 

570 al coeficiente de extinción molar de la resazurina reducida a 570 nm (155677); E red 

600 al coeficiente de extinción molar de la resazurina reducida a 600 nm (14652); A 570 a 

la absorbancia del pocillo de tratamiento a 570 nm; A 600 a la absorbancia del pocillo de 

tratamiento a 600 nm; C 600 a la absorbancia del pocillo de control negativo a 600 nm y C 

570 a la absorbancia del pocillo de control negativo a 570 nm. 

                                  

Posterior a la visualización del color de los pocillos, se realizaron diluciones seriadas en un 

factor de 10 hasta 10−6 para P. aeruginosa y hasta 10−4 para K. pneumoniae, usando otra 

placa de 96 pocillos. Se tomaron 30 μL de los pocillos correspondientes a la última columna 

donde el color fue azul (CMI), de una columna antes (concentración de gentamicina mayor), 

de una columna después (concentración de gentamicina menor) y del control positivo de 

crecimiento de cada uno de los aislados para diluirlos con 270 μL de solución salina al 

0.85% estéril, en una placa de 96 pocillos. Del sexto pocillo se tomó 1 μL con asa calibrada 

(1/1000) para sembrar en placa con agar MacConkey. 

 

Las placas se incubaron por 18 a 24 horas y se visualizó la presencia o ausencia de colonias. 

La concentración por arriba de la CMI en la cual no se observó crecimiento de colonias en 

placa se consideró como la CMB. En la concentración por debajo de la CMI no debe 

observarse presencia de colonias. Se calculó la media de las colonias contadas en las placas 

de las 3 réplicas por concentración de tratamiento y del control positivo, y se hicieron los 
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cálculos correspondientes a los factores de dilución. 

 

6.8. Evaluación de la actividad hemolítica de WB14_F   

Para este ensayo se siguió el protocolo descrito por Zhou y colaboradores (2021) 

modificado. Se recolectó sangre de un individuo sano utilizando un tubo verde con 

anticoagulante de heparina sódica. Se centrifugó el tubo a 3000 rpm por 5 minutos. Se 

eliminó el sobrenadante con pipeta de transferencia. Utilizando otra pipeta de transferencia 

se agregó PBS estéril en un volumen total al doble del paquete globular, se centrifugó a 

3000 rpm por 5 minutos y se descartó sobrenadante, todo esto se realizó 3 veces (3 lavados). 

Para preparar 5 mL de suspensión de eritrocitos al 8% se utilizó un tubo Falcon de 15 mL, 

en el cual se agregaron 400 μL del paquete globular y 4.6 mL de PBS. Se homogenizó por 

inversión.  

 

El péptido WB14_F se preparó en una concentración de 200 μg/mL, por lo tanto, se tomaron 

100 μL del péptido en su concentración inicial y se homogenizaron con 400 μL de ácido 

acético al 0.01% estéril para un volumen total de 500 μL. Se agregaron 100 μL de la 

suspensión de eritrocitos en 30 tubos Eppendorf (9 tubos para controles y 24 tubos para 

tratamiento). Del péptido preparado se transfirieron 100 μL por tubo en 3 tubos desde los 

cuáles se realizaron diluciones seriadas dobles hasta 1.56 μg/mL. Como control negativo se 

agregaron 100 μL de PBS y como control positivo 100 μL de agua destilada. También se 

realizó un control para el ácido acético al 0.01%. Todos los tubos se incubaron por 1 hora y 

después de este tiempo se centrifugaron a 13,000 rpm por 3 minutos.  

 

En una placa de 96 pocillos estéril se colocaron 100 μL del sobrenadante de todos los tubos 

y para calcular el porcentaje de hemólisis basado en la hemoglobina liberada por las células, 

se leyó la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm, y se utilizó la formula:  

 

% 𝑑𝑒 ℎ𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 =
(𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎−𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)

(𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜−𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)
𝑥 100. 

 

6.9. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica humanas 

El aislamiento de células mononucleares de sangre periférica humanas (PBMC) se realizó 

mediante un proceso de centrifugación en medio de gradiente de densidad. Primero se tomó 

sangre de un individuo sano utilizando jeringa con heparina. La sangre se transfirió a un 

tubo Falcon y se diluyó con PBS estéril en una proporción v/v de 1:1. Se preparó otro tubo 
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de 50 mL con 15 mL de Histopaque y se colocó cuidadosamente la sangre diluida sobre el 

Histopaque usando una pipeta de transferencia. Para evitar mezclar las fases se sostuvo el 

tubo en un ángulo de 20 a 45 grados de manera que la sangre se dejó correr por la pared del 

tubo lentamente. Se deben obtener dos fases claramente separadas. Se centrifugó a 8000 

rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después se recogió con cuidado usando 

una micropipeta la fase de PBMC, que se puede identificar como una banda blanca situada 

entre las capas del Histopaque y el plasma. Las PBMC se colocaron en otro tubo Falcon de 

50 mL y se lavaron dos veces con tampón de lavado (PBS + 0.5% albúmina sérica bovina) 

agregando el doble del volumen y centrifugando a 8000 rpm por 5 minutos (Sudeep et al., 

2017; Zink et al., 2023).  

 

6.10. Evaluación de la actividad citotóxica de WB14_F  

La actividad citotóxica se evaluó probando el péptido WB14_F (preparado con agua 

destilada) a diferentes concentraciones sobre PBMC humanas. Se utilizó azul de tripán para 

identificar y contar las células viables, las cuales se observaron por microscopia óptica de 

acuerdo con el protocolo descrito por Strober (2019), modificado. Las células vivas poseen 

membranas celulares intactas mientras que las células muertas no lo hacen y el azul tripán 

entra a la célula. 

 

Se resuspendió el pellet celular obtenido en 1 mL de PBS y en 30 tubos Eppendorf se 

dispensaron 50 μL en cada uno. Luego se agregaron 50 μL del péptido WB14_F a diferentes 

concentraciones: 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.781 y 0.390 μg/mL. Como control 

negativo se utilizaron 50 μL de PBS y como control positivo se utilizaron 50 μL de agua 

destilada. Finalmente se agregaron 50 μL de azul tripán al 0.4% a todos los tubos y se 

incubaron a temperatura ambiente por 3 minutos. Todas las concentraciones y controles se 

probaron por triplicado. 

 

Después del tiempo de incubación, se transfirieron 10 μL de cada pocillo en una cámara de 

recuento de un hemocitómetro y se observó en el microscopio. Se contaron las células vivas 

(no azules) y células muertas (azules). Para obtener el número total de células viables por 

mL de alícuota, se multiplicó el número total de células viables por 2 (el factor de dilución 

del azul tripán). Para obtener el número total de células por mL de alícuota, se sumó el 

número total de células viables y no viables y se multiplicó por 2. La fórmula utilizada es la 

siguiente: 
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% 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑎𝑙𝑖𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑎𝑙𝑖𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎
𝑥 100 

 

6.11. Ensayo de modulación inmunológica de WB14_F  

La modulación inmunológica se evaluó de manera indirecta utilizando células sanguíneas 

del sistema inmune. Primero se tomaron muestras de sangre en tubos heparinizados y la 

sangre se transfirió a tubos Eppendorf dispensando 1 mL a cada uno. En diferentes tubos se 

añadió 1 mL del péptido WB14_F preparado en una solución de trabajo 2X (50 µg/mL) 

utilizando RPMI 1640, 1 mL de RPMI 1640 como control negativo, y 1 mL de bacteria 

como control positivo. El inóculo de P. aeruginosa ATCC 27853 se preparó a 8.6 x 10−4 

UFC/mL en RPMI 1640 y K. pneumoniae ATCC 13883 a 5.0 x 10−4 UFC/mL en RPMI 

1640. Los tubos se incubaron por 24 horas y después se centrifugaron a 1800 rpm por 15 

minutos. Se recolectó el plasma con los factores solubles secretados, se transfirió a nuevos 

tubos y se utilizó como tratamiento en un nuevo ensayo antimicrobiano. 

 

El ensayo antimicrobiano consistió en agregar a una microplaca, 100 µL del plasma 

recolectado en 100 µL de caldo BHI. Luego se agregaron 20 µl de cada bacteria en pocillos 

diferentes. Se inoculó P. aeruginosa ATCC 27853 (8.6 x 10−4 UFC/mL), K. pneumoniae 

ATCC 13883 (5.0 x 10−4 UFC/mL), P012 (8.6 x 10−4 UFC/mL) y K065 (5.0 x 10−4 

UFC/mL), en fase logarítmica. Se agregaron 30 µL de resazurina y se leyó la absorbancia a 

570 y 600 nm después de 18 horas de incubación a 37°C. 
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7. RESULTADOS 

7.1. Cultivo e identificación de los aislados de P. aeruginosa y K. pneumoniae 

En agar Pseudomonas F, los aislados de P. aeruginosa se observaron como colonias grandes 

de forma circular, convexas, irregulares y de consistencia viscosa. A lo largo del estriado y 

de forma dispersa en el medio se pudo visualizar la producción de pioverdina en todos los 

aislados. Mientras que los aislados de K. pneumoniae en agar MacConkey se observaron 

como colonias grandes circulares, lisas y de consistencia mucoide; las colonias y el medio 

exhibieron una pigmentación rosada, debido a la fermentación de la lactosa contenida en el 

medio. 

 

 
Figura 14. Aislados clínicos de P. aeruginosa en agar Pseudomonas F (A) y K. pneumoniae en agar 

MacConkey (B). 

 

Los aislados crecidos en el agar Pseudomonas F se identificaron como bacilos Gram 

negativos y los aislados crecidos en agar MacConkey se identificaron como bacilos Gram 

negativos ureasa positivos.  

 

. 

Figura 15. Morfología microscópica de los aislados de P. aeruginosa y K. pneumoniae. Del lado izquierdo 

se observan bacilos Gram negativos de P. aeruginosa y del lado derecho se observan bacilos Gram negativos 

de K. pneumoniae.  

 

(A) (B) (A) 
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En las Figuras 16 y 17 se muestran los resultados de las pruebas bioquímicas realizadas que 

permitieron las identificación de cada bacteria. 

 

Figura 16. Pruebas bioquímicas realizadas a los aislados de P. aeruginosa. TSI: bisel: K, fondo: K, 

negativa para producción de CO2 y producción de H2S. SIM: negativa para producción de H2S e indol y 

positiva para movilidad. Ureasa: negativa. LIA: negativa para la descarboxilación y desaminación de lisina y 

producción de H2S. MIO: móvil, pero es negativa para la producción de indol y la actividad enzimática ornitina 

decarboxilasa. Citrato: puede utilizar citrato como única fuente de carbono y energía. Catalasa: positivo. 

Malonato: negativo. Oxidasa: positiva. 

 

 

Figura 17. Pruebas bioquímicas realizadas a los aislados de K. pneumoniae. TSI: bisel: A, fondo: A, 

positiva para producción de CO2 y negativa para producción de H2S. SIM: negativa para producción de H2S, 

indol y movilidad. Ureasa positva. LIA: positiva para la descarboxilación de lisina y negativa para la 

desaminación de lisina y la producción de H2S. MIO: negativa para movilidad, producción de indol y actividad 

enzimática ornitina decarboxilasa. Citrato: puede utilizar citrato como única fuente de carbono y energía. 

Catalasa: positivo. Malonato: positiva. Oxidasa: negativa 

 

En cuanto a la cinética de crecimiento de los aislados, en la Figura 18 se puede observar la 

densidad óptica registrada a través del tiempo, la cual refleja la densidad bacteriana. P. 

aeruginosa comenzó su fase exponencial a las 6 horas y K. pneumoniae a la hora 1. 
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Figura 128. Curva de crecimiento de los aislados bacterianos. 

 

7.2. Clasificación de resistencia antimicrobiana de los aislados  

El aislado de P012 fue resistente a 7 de los 10 grupos de antibióticos para P. aeruginosa y 

el aislado K065 fue resistente a 4 de los 12 grupos de antibióticos para K. pneumoniae. De 

acuerdo con las definiciones de aislados MDR establecidos por Jiménez y colaboradores 

(2019), los aislados fueron clasificados como MDR.  

 

Tabla 3. Resistencia de P012 a los grupos de antibióticos establecidos para la clasificación de 

resistencia. 

P012 

Grupo de antibióticos  

Piperacilina/Tazobactam ND 

Ceftazidima Resistente 

Cefepima Resistente 

Aztreonam ND 

Imipenem ND 

Meropenem Resistente 

Gentamicina Resistente 

Amikacina Resistente 

Ciprofloxacino o levofloxacino Resistente 

Colistina Resistente 

ND: Grupo de antibiótico o antibiótico no documentado.  
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Tabla 4. Resistencia de K065 a los grupos de antibióticos establecidos para la clasificación de 

resistencia. 

K065 

Grupo de antibióticos  

Amoxicilina-ácido clavulánico o  

ampicilina-sulbactam 
Resistente 

Piperacilina, tazobactam ND 

Ceftazidima o cefotaxima/ 

ceftriaxona o cefepima 
Resistente 

Imipenem o meropenem Sensible 

Aztreonam ND 

Gentamicina Resistente 

Amikacina Sensible 

Ciprofloxacino Intermedia 

Trimetoprima-sulfametoxazol Resistente 

Fosfomicina ND 

Tigeciclina ND 

Colistina ND 

ND: Grupo de antibiótico o antibiótico no documentado. Resistencia intermedia (I): “Sensible” (S). 

 

7.3. Estandarización del inóculo para cuenta en placa 

La media de crecimiento bacteriano de la suspensión B de P. aeruginosa fue de 86 colonias 

y la de la suspensión bacteriana A de K. pneumoniae fue de 5 colonias (Tabla 5). Por lo que 

se seleccionaron las absorbancias de 0.070 y 0.092 respectivamente, como la 

concentraciones del inóculo inicial para el ensayo antimicrobiano con gentamicina y con el 

péptido WB14_F. 
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Tabla 5. Suspensiones bacterianas y su crecimiento en placa. 

Bacteria P. aeruginosa K. pneumoniae 

Suspensión 

bacteriana 

A B C A B C 

Absorbancia 

(600 nm) 

0.040 0.070 0.150 0.092 0.134 0.197 

UFC/mL en 

placa 

0 86 >100 2 7 12 

Densidad 

celular  

Sin 

crecimiento 

8.6 × 1010 Incontable 2 ×  107 7 ×  107 1.2 × 108 

 

 
Figura 139. Siembra en placa de suspensiones bacterianas. A) Siembra de suspensión B de P. aeruginosa, 

la media fue de 86 UFC/mL. B) Siembra de suspensión A de K. pneumoniae, la media fue de 2 UFC/mL.  

 

La densidad celular se calculó con la media de la siembra por duplicado de suspensión 

celular. La media de colonias de P. aeruginosa de una absorbancia de 0.070 fue de 86 y 

para K. pneumoniae de una absorbancia de 0.092 fue de 2. Estas medias se multiplicaron 

por el factor de dilución del asa utilizada (1:1,000) y luego por el factor de dilución en tubo 

(1:1,000,000 para P. aeruginosa y 1:10,000 para K. pneumoniae). 

 

7.4. Evaluación de la actividad antimicrobiana de WB14_F 

Ensayo de medición de densidad óptica  

Se observó una diferencia significativa entre todas las concentraciones de WB14_F 

resuspendido en ácido acético al 0.01% diluido con agua destilada, sobre P012 y K065, en 

comparación con la bacteria no tratada. La eficacia de WB14_F depende significativamente 

tanto del aislado como de la concentración utilizada. No obstante, también hubo una 

diferencia significativa entre el ácido acético al 0.01% y el control de bacteria no tratada. 

 

D) E) F) 

A) B) 
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Figura 20. Efecto de WB14_F sobre aislados MDR de P. aeruginosa y K. pneumoniae. WB14_F reduce 

la DO de forma dosis-dependiente en ambos aislados. Se realizó un Análisis de Varianza de dos vías seguido 

de una Prueba de Comparaciones Múltiples de Dunnett con una α=0.05.  

 

Ensayos de reducción de resazurina medida por espectrofotometría 

En la placa de 96 pocillos la concentración de 3.125 μg/mL de gentamicina fue la CMI sobre 

la cepa de referencia ATCC de P. aeruginosa. Sin embargo, no hubo crecimiento de colonias 

en esta concentración pero sí en la concentración por debajo que fue de 1.562 μg/mL, 

habiendo crecido más de 100 colonias. Por lo tanto se reportó 3.125 μg/mL como la CMB 

y <3.125 μg/mL como la CMI. En la placa de 96 pocillos la CMI del péptido WB14_F 

resuspendido en agua destilada, fue de 50 µg/mL, pero en la siembra en placa 50 µg/mL se 

determinó como la CMB ya que no hubo crecimiento de colonias en esa placa, mientras que 

en 25 µg/mL sí hubo crecimiento y por eso la CMI fue de <50 µg/mL. 

 

 
Figura 21. Siembra en placa de P. aeruginosa después del tratamiento con gentamicina y WB14_F. A) 

Ausencia de colonias en 3.125 µg/mL de gentamicina. B) >100 colonias con 1.562 µg/mL de gentamicina. C) 

Ausencia de colonias en 50 µg/mL de WB14_F. D) Crecimiento incontable bacteriano en 25 µg/mL de 

WB14_F. 

A) B) C) 

E) F) 

D) 
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Con una concentración de 3.125 µg/mL de gentamicina se observó una reducción de la 

resazurina del 38%, mientras que la del control no tratado fue del 77%. Se observan 

diferencias significativas (p < 0.0001) en las concentraciones de 3.125 a 50 µg/mL 

comparadas con el control positivo, indicando actividad inhibitoria significativa. Mientras 

que sólo la concentración de 50 µg/mL de WB14_F muestra inhibición significativa (p < 

0.0001). El porcentaje de reducción de resazurina con esta concentración fue de 21% y la 

del control de bacteria sin tratar fue de 82%. Curiosamente, 25 µg/mL muestra un aumento 

significativo en la reducción de resazurina respecto al control positivo. 

 

      

Figura 22. Efecto de la gentamicina y WB14_F sobre la actividad metabólica de P. aeruginosa ATCC 

27853. Porcentaje de reducción de resazurina metabolizada por P. aeruginosa viable. Existen diferencias 

significativas entre las concentraciones de 50 a 3.125 μg/mL de gentamicina en comparación con la reducción 

de resazurina por la bacteria no tratada. Sólo la concentración de 50 µg/mL de WB14_F mostró una inhibición 

significativa. Se realizó un Análisis de Varianza de dos vías seguido de una Prueba de Comparaciones 

Múltiples de Dunnett con una α=0.05.  

 

La CMI de la gentamicina sobre K. pneumoniae que se observó en la placa de 96 pocillos 

fue de 3.125 µg/mL. Sin embargo, cuando se sembró esta concentración, se pudo observar 

que en 3.125 no creció nada y en 1.562 µg/mL crecieron 2 colonias. Por lo tanto se 

determinó que la CMB es 3.125 µg/mL y la CMI es <3.125. Por otro lado, con el péptido 

WB14_F, resuspendido en agua destilada, no se observó una CMI, por lo que no se realizó 

siembra en placa y no se determinó una CMB. 
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Figura 23. Siembra en placa de K. pneumoniae ATCC 13883 después del tratamiento con gentamicina 

y WB14_F. A) Ausencia de colonias en 3.125 µg/mL. B) 2 colonias en 1.562 µg/mL.  

 

Todas las concentraciones probadas de gentamicina sobre K. pneumoniae ATCC 13883 

tuvieron un efecto significativo en la reducción de resazurina. La CMB que se determinó 

(3.125 µg/mL) redujo en un 25% la resazurina y la bacteria sin tratar la redujo en un 81%, 

No se observó ninguna diferencia significativa entre la reducción de resazurina por ninguna 

concentración de WB14_F evaluada. 

 

      

Figura 24. Efecto de la gentamicina y WB14_F sobre la actividad metabólica de K. pneumoniae ATCC 

13883. Porcentaje de reducción de resazurina metabolizada por K. pneumoniae viable. Existen diferencias 

significativas entre todas las concentraciones de gentamicina en comparación con la reducción de resazurina 

por la bacteria no tratada, pero no hay diferencias significativas entre las concentraciones de WB14_F y el 

control. Se realizó un Análisis de Varianza de dos vías, seguido de una Prueba de Comparaciones Múltiples 

de Dunnett con una α=0.05.  

 

A) A) B) 
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El péptido WB14_F, resuspendido en agua destilada, no tuvo una CMI ni una CMB sobre 

los aislados P012 y K065 y solo con la concentración de 50 µg/mL se observó una reducción 

de resazurina significativa del aislado P012, la cual fue del 25%, en comparación con el 

control positivo donde se observó una reducción del 74%. Para el aislado K065, no se 

observaron reducciones significativas en ninguna de las concentraciones ensayadas. Los 

valores se mantuvieron en 45–60 %, lo que sugiere una menor sensibilidad al péptido. 

 
  

Figura 25. Efecto de WB14_F sobre P. aeruginosa y K. pneumoniae drogosensibles y aislados MDR. 

Porcentaje de reducción de resazurina metabolizada por P. aeruginosa y K. pneumoniae viable. P. aeruginosa 

ATCC 27853 fue la bacteria más susceptible, con una significativa reducción de resazurina y existe una 

diferencia significativa entre 50 µg/mL de WB14_F sobre P012, cuya reducción fue de 25% y el control de 

bacteria sin tratar. Ninguna concentración es significativamente efectiva sobre K065. Se realizó un Análisis 

de Varianza de dos vías seguido de una Prueba de Comparaciones Múltiples de Dunnett con una α=0.05. 

 

Con el péptido WB14_F resuspendido en ácido acético al 0.1% en solución salina al 0.85% 

y en ácido acético al 0.01% en solución salina al 0.85%, no se observó una CMI y por lo 

tanto no se sembró en placa y no se observó una MBC. La concentración del péptido como 

el tipo de ácido acético influyeron en la reducción de resazurina. En AA al 0.1%, 200, 100 

y 12.5 µg/mL mostraron una reducción significativa de la viabilidad bacteriana respecto al 

control positivo, lo que indica efecto antimicrobiano, mientras que, en AA al 0.01%, 

ninguna concentración del péptido fue significativamente diferente del control positivo. Sin 

embargo, también existe diferencia significativa entre el ácido acético en comparación con 

el control. 
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Figura 26. Actividad antimicrobiana del WB14_F frente a K. pneumoniae ATCC 13883. El péptido fue 

resuspendido en ácido acético (AA) al 0.1% o 0.01%, preparado en solución salina al 0.85%. Se observó un 

efecto dependiente de la concentración del péptido y de la concentración del AA (ANOVA de dos vías, p < 

0.05). Las comparaciones múltiples (Dunnett) indicaron que sólo algunas concentraciones en AA 0.1% fueron 

significativamente diferentes del control positivo. 

 

7.5. Evaluación de la actividad hemolítica de WB14_F  

El péptido WBCATH se preparó con ácido acético al 0.1% previamente diluido con 

solución salina al 0.85% y se evaluó su actividad hemolítica a diferentes concentraciones 

(200, 100, 50, 25, 12.5 y 6.25 µg/mL) frente a eritrocitos humanos. La actividad hemolítica 

observada fue de 11.66% en la concentración más alta probada y de 0.43% en la 

concentración más baja. 

 

 

Figura 27.  Evaluación visual de la hemólisis inducida por el péptido WB14_F sobre eritrocitos 

humanos. Se muestran los sobrenadantes de eritrocitos humanos tratados con diferentes concentraciones del 

péptido WB14_F (200–6.25 µg/mL) y controles. Se observa una liberación de hemoglobina aparentemente 

proporcional a la concentración del péptido. 
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Tabla 6. Porcentaje de hemólisis inducida por el péptido WB14_F en eritrocitos humanos a diferentes 

concentraciones. 

Concentración de WB14_F (µg/mL) % de hemólisis 

200 11.66 ± 0.45 

100 6.71 ± 0.48 

50 2.83 ± 0.19 

25 4.89 ± 0.63 

12.5 0.75 ± 0.21 

6.25 0.43 ± 0.11 

AA 0.1% 0.32 ± 0.05 
Los datos son presentados como la media ± el error estándar de la media. 

 

7.6. Evaluación de la actividad citotóxica de WB14_F  

Se evaluó el porcentaje de viabilidad celular de células control y células tratadas con 

WB14_F en agua destilada, utilizando la técnica de exclusión del colorante azul de tripán. 

La viabilidad de las células tratadas con la mayor concentración probada (50 μg/mL) fue 

25.00 %, pero con la menor concentración probada (0.391 μg/mL) se observó un 72.22% 

de células (Tabla 7). Existe una tendencia estadísticamente significativa en la relación entre 

la concentración del péptido y la viabilidad celular (p < 0.05). 

 

Tabla 7. Porcentaje de PBMC viables y no viables tratadas con diferentes  concentraciones de 

WB14_F. 

Conc. de WB14_F (μg/mL) % de células viables  % de células no viables 

50 25.00 75.00 

25 58.33 41.67 

12.5 66.67 33.33 

6.25 46.15 53.85 

3.12 66.67 33.33 

1.562 71.43 28.57 

0.781 68.42 31.58 

0.391 72.22 27.78 
 
 



66  

 
Figura 28. Porcentaje de viabilidad de PBMC tratadas con diferentes concentraciones de WB14_F. 

Técnica de exclusión del colorante azul de tripán. Prueba de Chi-cuadrada de tendencia de Cochran-Armitage 

(p= 0.0006). AD: Agua destilada, como control positivo, PBS: Tampón de fosfatos, como control negativo. 

 

7.7. Evaluación de la modulación inmunológica de WB14_F 

Se evaluó si el plasma derivado de células inmunes sanguíneas, expuestas al péptido 

WB14_F presentan efecto antimicrobiano sobre las cepas drogosensibles y MDR de P. 

aeruginosa y K. pneumoniae. La reducción de resazurina fue menor con el plasma del 

control positivo que con el plasma del tratamiento con WB14_F. Las células inmunes 

activadas por la bacteria generaron un plasma con mayor capacidad de inhibir a esa misma 

bacteria. Sin embargo, sobre ninguna bacteria el plasma derivado de células tratadas con 

WB14_F no fue significativamente distinto al del control negativo. Por lo tanto, no se 

observó que el péptido activara a las células de manera funcional, al menos en términos de 

generar un plasma con efecto antimicrobiano detectable por el ensayo de reducción de 

resazurina.  
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Figura 14. Evaluación del efecto antimicrobiano del plasma derivado de células inmunes sanguíneas 

humanas expuestas a WB14_F (25 µg/mL) sobre P. aeruginosa y K. pneumoniae. No hubo diferencias 

significativas entre el control negativo y el tratamiento con WB14_F en ninguna de las bacterias, aunque sí 

hubo diferencias con el control positivo. Se realizó un Análisis de Varianza de dos vías, seguido de una Prueba 

de Comparaciones Múltiples de Dunnett con una α=0.05.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



68  

8. DISCUSIÓN 

El péptido WB14_F mostró un efecto antimicrobiano dosis-dependiente sobre aislados 

MDR de P. aeruginosa y K. pneumoniae evaluado mediante la medición de densidad óptica. 

En ambos casos, la exposición a concentraciones crecientes de WB14_F, resuspendido en 

ácido acético al 0.01% diluido en agua destilada, resultó en una reducción significativa de 

la densidad bacteriana en comparación con las bacterias no tratadas. Palacios y 

colaboradores (2023) reportaron que con concentraciones de 32 y 64 µg/mL de WBCATH 

sobre Mycobacterium tuberculosis, hay una disminución significativa de la absorbancia, sin 

embargo se requiere una concentración notablemente mayor de WB14_F para obtener un 

efecto comparable sobre P012 y K065, bajo el ensayo realizado.  

 

La comparación directa entre la gentamicina y el péptido WB14_F en cepas drogosensibles 

mostró que el péptido presentó una menor potencia antimicrobiana. En P. aeruginosa ATCC 

27853, la concentración mínima bactericida (CMB) de gentamicina fue de 3.125 µg/mL, ya 

que no se observó crecimiento bacteriano en cuenta en placa a esta concentración, mientras 

que para observar el mismo efecto pero con WB14_F fue necesaria una concentración de 

50 µg/mL. La reducción de resazurina fue del 38% con gentamicina, mientras que con 

WB14_F fue del 21%, comparado con un 82% de reducción en el control sin tratar. Ambos 

agentes lograron una inhibición bacteriana completa en términos de viabilidad en placa pero 

se observó una actividad metabólica que plantea la posibilidad de que el tratamiento haya 

inducido un estado viable pero no cultivable (VBNC). Este estado se caracteriza por una 

supresión del crecimiento en medios convencionales a pesar de la viabilidad metabólica, y 

ha sido descrito como un mecanismo de persistencia bacteriana frente a estrés 

antimicrobiano (Mangiaterra et al., 2023). La capacidad de WB14_F para inducir esta 

condición debe evaluarse en estudios posteriores, ya que podría tener implicaciones 

importantes en el control de infecciones crónicas o recurrentes. 

 

En el caso de K. pneumoniae ATCC 13883, todas las concentraciones evaluadas de 

gentamicina mostraron un efecto significativo en la reducción de resazurina. La 

concentración mínima bactericida (CMB) fue de 3.125 µg/mL, con una reducción de 

resazurina del 25%, mientras que la bacteria sin tratar redujo el colorante en un 81%. En 

contraste, ninguna de las concentraciones evaluadas de WB14_F mostró un efecto 

significativo. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Sermkaew y colaboradores 

(2024), quienes evaluaron la eficacia de un péptido antimicrobiano derivado de 
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Paenibacillus thiaminolyticus NNS5-6 sobre P. aeruginosa y K. pneumoniae reportando 

una mayor susceptibilidad de P. aeruginosa al AMP, ya que se determinó una MBC menor 

para esta bacteria. Es posible que factores como una estructura de envoltura celular más 

compleja y los mecanismos de resistencia intrínsecos de K. pneumoniae la hicieran menos 

susceptible.  

 

De todas las concentraciones evaluadas, únicamente 50 µg/mL logró actuar como 

concentración mínima bactericida (CMB), y esto fue exclusivamente sobre P. aeruginosa 

ATCC 27853, ya que no se observó crecimiento bacteriano en la siembra en placa. En el 

resto de los ensayos antimicrobianos no se identificaron concentraciones bactericidas, 

observándose únicamente una reducción en la actividad metabólica medida por resazurina. 

Es importante destacar que esta reducción no necesariamente refleja una disminución en el 

número de bacterias viables, sino únicamente una menor actividad metabólica de las células 

presentes. No puede descartarse que las bacterias hayan persistido en igual número pero en 

un estado fisiológico menos activo, posiblemente como mecanismo de tolerancia al péptido. 

 

La concentración de 25 µg/mL de WB14_F provocó un aumento significativo en la 

reducción de resazurina respecto al control positivo en P. aeruginosa ATCC 27853, lo cual 

podría reflejar una estimulación del metabolismo bacteriano a concentraciones 

subinhibitorias. Gorr y colaboradores (2022), evaluaron el péptido DGL13K derivado de la 

proteína salival humana BPIFA2 y observaron que concentraciones subinhibitorias 

estimularon el crecimiento y la actividad metabólica de bacterias gramnegativas resistentes, 

como P. aeruginosa, K. pneumoniae y A. baumannii, sin inducir resistencia adquirida tras 

exposiciones repetidas.  

 

En P. aeruginosa MDR (P012), solamente la concentración de 50 µg/mL tuvo un efecto 

significativo, reduciendo la resazurina en un 25%, mientras que la bacteria sin tratar 

presentó una reducción del 74%. En K. pneumoniae MDR (K065), no se observaron 

reducciones significativas con ninguna de las concentraciones probadas. Estos datos 

sugieran que WB14_F solo tiene un efecto significativo sobre P. aeruginosa drogosensible 

y multirresistente pero presenta una eficacia limitada, porque este efecto es  bacteriostático 

o inhibidor del metabolismo y no bactericida. 

 

El análisis de los solventes empleados para la resuspensión del péptido reveló que la 
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actividad del WB14_F está altamente influenciada por las condiciones físico-químicas del 

medio. El péptido fue evaluado en cuatro formulaciones distintas: (1) agua destilada, (2) 

ácido acético (AA) al 0.01% con agua destilada, (3) AA al 0.1% en solución salina al 0.85%, 

y (4) AA al 0.01% en solución salina al 0.85%. La formulación que produjo el efecto 

antimicrobiano más significativo fue la correspondiente a AA al 0.1% en solución salina 

sobre K. pneumoniae ATCC 13883, donde las concentraciones de 200 y 100 µg/mL 

redujeron significativamente la viabilidad bacteriana. En cambio, con AA al 0.01% en 

solución salina, no se detectaron efectos significativos.  

 

Al resuspender WB14_F en agua destilada (un medio con pH neutro), es probable que haya 

adoptado una conformación desordenada o no estructurada como se describe por Guerra y 

colaboradores (2024) y esto haya afectado su estabilidad, actividad biológica y capacidad 

de interactuar con membranas bacterianas. Para conservar su estructura activa se 

recomienda resuspender este péptido en soluciones con sales o ácidos débiles como el ácido 

acético a concentraciones de 0.01–0.1%, y de acuerdo con los resultados, el péptido presenta 

una mejor actividad con una concentración de 0.1%. 

 

En términos de seguridad, el péptido presentó baja actividad hemolítica. A 200 µg/mL, la 

hemólisis fue de 8.10%, y a 6.25 µg/mL fue de solo 0.40%, lo que indica que WB14_F tiene 

un perfil aceptable de toxicidad hemática. Palacios y colaboradores (2023) reportaron que 

WBCATH a una concentración de 10–20 µg/mL produjo una actividad hemolítica baja y 

que se encontró un mayor porcentaje de hemólisis con un aumento en la concentración del 

péptido. Sin embargo, WB14_F presentó un porcentaje de hemólisis similar con 200 µg/mL 

a las hemólisis reportada con 10 µg/mL de WBCATH. Aunque en PBMCs, se observó una 

toxicidad dosis-dependiente: la viabilidad celular fue desde 25% a 50 µg/mL hasta un 

72.22% a 0.391 µg/mL. 

 

A pesar de que los péptidos antimicrobianos pueden tener efectos inmunomoduladores 

sobre células humanas, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que WB14_F no 

indujo una activación funcional detectable de células inmunes sanguíneas en términos de 

liberación de factores solubles con actividad antimicrobiana. El plasma derivado del 

tratamiento con WB14_F no difirió significativamente del control, lo que cuestiona su 

potencial inmunomodulador bajo las condiciones evaluadas. Esto contrasta con estudios 

como el de Pane y colaboradores (2016), donde se observaron efectos inmunomoduladores 
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marcados en células humanas tras la exposición a péptidos catiónicos derivados de proteínas 

endógenas. La ausencia de efecto en este caso puede atribuirse a una concentración 

subóptima o la falta de señales coestimuladoras necesarias para una activación funcional. 

Por tanto, aunque WB14_F posee actividad antimicrobiana directa, su capacidad para 

modular respuestas inmunes requiere una evaluación más profunda y posiblemente el 

rediseño experimental para incluir condiciones que simulen mejor un microambiente 

inflamatorio, por lo que se recomienda evaluar su impacto con análisis complementarios 

como cuantificación de citocinas o activación fenotípica por citometría de flujo. 
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9. CONCLUSIONES 

• El péptido WB14_F muestra actividad antibacteriana a significativa, contra los 

aislados P012 y K065, cuando es preparado con ácido acético al 0.01% y la densidad 

óptica (DO) se usa como medida indirecta del crecimiento bacteriano. 

• WB14_F resuspendido en agua destilada no presenta una actividad antibacteriana 

mejor que la de la gentamicina sobre P. aeruginosa ATCC 27853 ni K. pneumoniae 

ATCC 13883. 

• P. aeruginosa ATCC 27853 fue el aislado más susceptible, con reducciones 

significativas de resazurina a 50 µg/mL de WB14_F resuspendido en agua destilada, 

y se observó una aparente actividad bactericida. 

• P. aeruginosa P012 mostró inhibición solo a 50 µg/mL de WB14_F resuspendido 

en agua destilada, sin diferencias significativas a concentraciones menores. 

• K. pneumoniae ATCC 13883 y K. pneumoniae K065 no presentaron diferencias 

significativas frente al control positivo en ninguna concentración evaluada de 

WB14_F. 

• Una concentración de 25 µg/mL de péptido WB14_F no induce una activación de 

células inmunes sanguíneas suficiente para generar factores solubles con efecto 

antimicrobiano. La activación puede existir pero no se refleja en el ensayo realizado 

o con la concentración de WB14_F empleada. 
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10. PERSPECTIVAS 

• Realizar análisis complementarios como cuantificación de citocinas o activación 

fenotípica por citometría de flujo para la evaluar la modulación inmunológica. 

• Determinar eficacia terapéutica y seguridad del péptido en un modelo in vivo. 

• Sintetizar y evaluar sistemas de liberación como nanopartículas para mejorar la 

estabilidad y biodisponibilidad del péptido. 

• Determinar si el uso prolongado de WB14_F induce o no el desarrollo de resistencia 

bacteriana. 
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11. ANEXO 
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