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S. aureus, S.  epidermidis, 
E. coli, P. aeruginosa, 
adhesión biomateriales, 
>60% son causadas por biopeliculas

Matriz de exopolisacáridos, agua 97%, 
microcolonias bacterianas, proteínas , DNA y 
productos de lisis celular 

Resistencia a tratamientos convencionales 
Clasificación de la OMS



ETAPAS DE LA FORMACIÓN DE LA 
BIOPELÍCULA 

Fuente: The human cathelicidin antimicrobial peptide LL-37 as a potential 
treatment for polymicrobial infected wounds. Duplantier AJ, van Hoek ML. 2013.

Staphylococcus: 
MSCRAMMS :clf A, Fbe, Atl 

Gram negativas : Fimbrias  I-IV
Hidrofobinas o adhesinas tipo 
lectina 

Staphylococcus: Exoplisacaridos, PIA, 
co-agreación o co-ahdesión Proteína 
Aap, Embp (proteína unión a la 
matriz extracelular), Bap/Bhp
E. coli: Ag 43, PGA 
P. aeruginosa: Alginato,Psl, eDNA

Erosión, migración
Staphylococcus: sistema agr
E. coli : Mecanismos reguladores: RpoS, 
CRP, CreC y CsrA.
P. aeruginosa: Sistema Rhl 



PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS 
(PAMs)

Fuente: The Human Antimicrobial Peptides Dermcidin and LL-37 Show Novel Distinct Pathways in Membrane 
Interactions. Zeth y Sancho  2017.



OBJETIVO GENERAL

Analizar la actividad inhibitoria de la
biopelícula en cepas de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
por parte de los péptidos AC-LL 37-1 y D-LL
37-1.



Comparar cuál es la eficiencia de cada uno de los péptidos
antimicrobianos sobre las cepas de aislamiento clínico y
sobre las cepas ATCC a través de la observación de las
curvas de crecimiento

Evaluar el posible potencial inhibitorio los péptidos AC-LL
37-1 y D-LL 37-1 en cepas de S. aureus, S. epidermidis
formadoras de biopelícula por espectrofotometría.

Determinar cuál es el efecto de los péptidos antimicrobianos
AC-LL 37-1 y D-LL 37-1 sobre cepas de E. coli y P. aeruginosa
formadoras de biopelícula mediante espectrofotometría.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS



Se analizaron 40 aislamientos clínicos y cepas 

ATCC 27853  P. aeruginosa, ATCC 35218 E.coli, 

USA 300 S. aureus, ATCC 35984 S.epidermidis 

y ATCC 12228 S.epidermidis

Escala Mcfarland 0,5 

suspensión de UFC en 5 ml de 

caldo BHI

confirmada por 

espectrofotómetro a 620 nm 

Bioscrenn C  

Lecturas 600 nm  cada hora por 

48 h a 37 °C agitación constante 

Fase log tardía

Incubación 6-12h

Fijación 

2 uL suspensión 

bacteriana escala 0,5 

Mcfarland, 198 uL caldo 

LB suplementado con 

glucosa al 1% 

Péptido concentración 

final : 5 uM 

Metodología

Curvas de Crecimiento % Tasa de Inhibición Microplaca

Revelado con CV

lectura 570 y 492nm
𝐷.𝑂 𝑓𝑎𝑠𝑒 𝐥𝐨𝐠 𝑡𝑎𝑟𝑑𝑖𝑎 𝑐𝑒𝑝𝑎 − 𝐷.𝑂 𝑓𝑎𝑠𝑒 log 𝑡𝑎𝑟𝑑𝑖𝑎 𝑐𝑒𝑝𝑎 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑜 ∗ 100

𝐷.𝑂 𝑓𝑎𝑠𝑒 log 𝑡𝑎𝑟𝑑𝑖𝑎 𝑐𝑒𝑝𝑎

Cada ensayo se 

realizó por 

triplicado



https://1.bp.blogspot.com/-ZazOVcAWe7k/WfcH1gYvEsI/AAAAAAAAHVU/wJl3MDU0ZpsGfTOfkggkc9tv1HMp_JrqwCLcBGAs/s1600/RESULTADOS.png



Curvas de crecimiento
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Tendencia de inhibición 
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Gram negativas
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FENÓMENO DIAÚXICO
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Fuente: Acosta E, Martinez W 

Comportamiento de la fase logarítmica tardía en los controles (cepas ATCC) 

tratados con los péptidos
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Concentración del péptido

Cepas ATCC con prolongación de la fase logarítmica tardía

Cepas ATCC con acortamiendo de la fase logarítmica tardía



Fuente: Acosta E, Martinez W 

Comportamiento de la fase logarítmica tardía de cepas de aislamiento 

clínico en S. aureus
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Concentración del péptido

Cepas de aislamiento clínico con prolongación de la fase logarítmica tardía

Cepas de aislamiento clínico con acortamiento de la fase logarítmica tardía

Cepas de aislamiento clínico sin cambios en la fase logarítmica tardía



Fase logarítmica tardía de  en cepas S.epidermidis

Comportamiento de la fase logarítmica tardía de cepas de aislamientos clínicos de

S. epidermidis
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Concentración del péptido

Cepas de aislamiento clínico con prolongación de la fase logarítmica tardía

Cepas de aislamiento clínico con acortamiento de la fase logarítmica tardía

Cepas de aislamiento clínico sin cambios en la fase logarítmica tardía

Fuente: Acosta E, Martinez W 



Fase logarítmica tardía en cepas Gram negativas 

Comportamiento de la fase logarítmica tardía de cepas de aislamientos 

clínicos de E. coli
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Concentración del péptido

Cepas de aislamiento clínico con prolongación de la fase logarítmica tardía
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Fuente: Acosta E, Martinez W 



Comportamiento de la fase logarítmica tardía de cepas de aislamientos 

clínicos de P. aeruginosa
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Concentración del péptido

Cepas de aislamiento clínico con prolongación de la fase logarítmica tardía

Cepas de aislamiento clínico con acortamiento de la fase logarítmica tardía

Cepas de aislamiento clínico sin cambios en la fase logarítmica tardía

Fuente: Acosta E, Martinez W 



Microorganismo LL-37 AC-LL 37-1 D-LL37-1 Concentración 

S .aureus Prolongación Acortamiento
Prolongación 5 uM

S. epidermidis
Prolongación Acortamiento Prolongación 5 uM

E. coli
Prolongación y 

acortamiento

prolongación y 

acortamiento Prolongación 

5 uM

P. aeruginosa Prolongación Prolongación

Prolongación y 

acortamiento

5 uM

Péptidos LL-37 Y D-LL37: Prolongación 46-96% de la cepas  AC-LL37 Efecto contrario



Relación de la acción del péptido LL-37, AC-LL3-17 Y D-Ll37-1 a una 

concentración 5 uM en cepas de S. aureus

Tasas de inhibición 

Inhibición  de la  masa celular con concentración de 5 uM  en cepas de S. aureus con los diferentes 

péptidos

Rango de inhibición LL-37 ACLL-37 DLL-37

20 – 27.6% 13.3 % 0% 0%

10- 17.8% 40% 0% 6.7%

Menor al 10% 6.7% 53.3% 60%

Cepas que no presentan 

inhibición
40% 46,7% 33.3%

Fuente: Acosta E, Martínez W 



Deficiencias en la capacidad 
del isómero peptídico para 

interactuar eficazmente con la 
membrana 

Susceptibilidad a proteinasas 
denominadas metaloproteasas

Nell (2006) confirma que la 
actividad antibiopelicula o 

inhibitoria reside en su dominio 
C-terminal (51, 66), a la par Joo

HS et al (2016), y Li M et al (2007) 
confirman que la aureolisina y V8 

inactivan proteolíticamente el 
péptido.



Relación de la acción del péptido LL-37, AC-LL37-1 Y D-LL37-1 a una 

concentración 5 μM en cepas de S. epidermidis

Rangos de inhibición de la  masa celular con concentración de 5 μM en cepas de aislamientos 

clínicos de S. epidermidis con los diferentes péptidos

Rango de inhibición LL-37 AC-LL37-1 D-LL37-1

50-87.4% 13.3% 0% 46.7% 

40-47.6% 0% 6.7% 26.7%

20-34.4% 13.3% 0% 13,3%

10-18% 0% 6.7% 0%

Menor al 10% 6.7% 26.6% 13.3

Cepas que no presentan 

inhibición
66.7 60% 0%



Resistencia a la 
acción enzimática

Hochbaum y col. 2011 D a.a
previenen la localización de 
proteínas, no permitiendo la 

unión celular, y así evitar 
formar agregados celulares 

que conformen la 
biopelícula

Integración con el 
peptidoglicano, los 
ácidos teicoícos y 

lipoteicoícos



Inhibición  de la  masa celular con concentración de 5 μM  en cepas de aislamientos clínicos de E.coli

con los diferentes péptidos

Rango de inhibición LL-37 AC-LL37-1 D-LL37-1

64.3- 100% 100% 0% 0%

20-41.2% 0% 0% 50%

0- 10% 0% 0% 50%

Cepas que no presentan 

inhibición
0% 100% 0%

Relación de la acción del péptido LL-37, AC-LL37-1 Y D-LL37-1 a una 

concentración de 5 μM en cepas de E. coli 

Relación de la acción del péptido LL-37, AC-LL37-1 Y D-LL37-1 a una 

concentración de 5 μM en cepas de P. aeruginosa 

Rangos de inhibición  de la  masa celular con concentración de 5 μM en cepas de aislamientos clínicos 

de

P. aeruginosa con los diferentes péptidos

Rango de inhibición LL-37 AC-LL37-1 D-LL37-1

49.8- 79.4% 25% 12.5% 12.5%

40-45% 25% 0% 12.5%

20-39 % 0% 25% 37.5%

0- 19% 50% 62.5% 37.5%

Cepas que no presentan 

inhibición
0% 0% 0%



• Elastasa

• Overhage et al (2008) 
inhibir formación de 
biopelícula

• Duplainter (2013) en el 
cual demostró in vivo que 
la modificación del 
péptido LL-37 a su 
configuración D

• Dean et al (2011) la 
catelicidina humana‘LL-37  
inhibe

Gram

negativas



Fuente: Acosta E, Martínez W

Rango de inhibición
Porcentaje  global de 

muestra  a las 12 horas

Porcentaje a las 6 

horas

Mayor al 50% 30% 0 %

Entre 20-49% 30% 20%

Menor al 20% 10% 40%

No inhibición del péptido 30% 40%

Inhibición de cepas Gram positivas a las 12 horas con el péptido LL-37, AC-LL37-1 y 

D-LL37-1 a concentración de 5 μM.

Rango de inhibición en 12 h Péptido LL 37
Péptido AC 

LL37

Péptido D LL 

37

50-75% 9,1% 18,2% 9,1%

20-45,5% 18,2% 27,2% 18,2%

0-18% 0 % 18,2% 54,5%

No inhibición 72,7% 26,6% 18,2%

Inhibición de las cepas Gram negativas a las 6 y 12 horas con el péptido LL-37 a 

concentración de 5 μM



Método 
cuantitativo, 

colorante 
básico 

Adhesión sobre 
un substrato y 
% de inhibición 

Colorante Bacteriostático 

Menor adhesión 
a, dada por  

defectos 
geneticos, 

mutaciones en 
la capacidad de 

formar 
biopeliculas

Nell (2006) acetilación péptido  
estabilidad 

Péptidos destacados: LL-37 y D-
LL37 dependiendo de M.O 



La generación de péptidos análogos permite el mejoramiento estructural de los mismos, 
buscando encontrar en la secuencia de estos una mayor capacidad antibiopelicula y 
potencial inhibitorio como se evidenció con el péptido D-LL37-1 versus el péptido nativo 
LL-37. 

Se observaron respuestas variables frente al tratamiento con cada una de las diferentes 
concentraciones de los péptidos, con lo cual se encontró que los péptidos analizados 
presentan un comportamiento muy heterogéneo frente a cada aislamiento clínico 
independientemente de si las cepas pertenecen al mismo género bacteriano como lo fue 
para las cepas de Staphylococcus. 

El péptido D-LL37-1 fue el péptido de mayor eficiencia frente al péptido AC-LL37-1 ya que 
presentó actividad inhibitoria en S. epidermidis, E. coli, P.aeruginosa a concentración de 5 
μM mientras que el péptido en su forma acetilada AC-LL37-1, mostro poca o nula 
actividad frente todas las cepas, dándose a evidenciar dicha actividad a través de las 
curvas de crecimiento. 

CONCLUSIONES



Recomendaciones 
Los péptidos en estudio pueden utilizarse como moléculas con un principio 
activo para el tratamiento de diferentes infecciones resistentes al 
tratamiento convencional debidas a la formación de biopelículas, por lo cual 
se sugiere que se realicen ensayos in vivo. 

Aumentar el número de aislamientos clínicos para garantizar el posible uso 
terapéutico de los péptidos en estudio anteriormente mencionados. 

Es importante que en posteriores ensayos que se realicen con estos 
péptidos se determine el efecto que ejercen estos sobre las bacterias, es 
decir si están dirigidos contra la pared bacteriana u otras estructuras ya que 
esto permite dilucidar más sobre el blanco al que se podrían dirigir. 

Realizar ensayos complementarios en los cuales se evalué en un modelo in 
vivo que permitan evidenciar los posibles efectos adversos que podrían 
generar en los humanos. 

Se recomienda realizar los ensayos de antibiopelicula con cristal violeta con 
las demás concentraciones (2.5, 1,25 y 0,62 μM) para determinar si hay 
algún tipo de variación en la actividad, además de tomar para posteriores 
investigaciones cepas que realicen una formación de biopelicula de manera 
fuerte para garantizar la efectividad del péptido. 
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