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Resumen de la tesis que presenta Iván Alexander Santos Cabrera como requisito parcial para la 
obtención del grado de Maestro en Ciencias de la Vida con orientación en Biotecnología Marina 
 

Identificación de péptidos antimicrobianos producidos por Bacillus con capacidad de inhibir el 
crecimiento de aislados clínicos de Staphylococcus aureus 

 
Resumen aprobado por: 

_______________________ 
  Dr. Jorge Olmos Soto  

Director de tesis  

Resumen español 

Algunas especies del género Staphylococcus están asociadas a infecciones oportunistas de relevancia 
clínica. Las infecciones producidas por algunas especies como S. haemolyticus y S. aureus, se asocian 
con pacientes que sufren de un sistema inmunitario comprometido o en tratamiento con 
medicamentos inmunosupresores. Sin embargo, el aumento de la presencia de S. aureus resistentes a 
antibióticos de última generación, ha sido un tema de interés de salud pública y de preocupación 
mundial. La investigación de los beneficios del uso de probióticos en las enfermedades bacterianas, se 
ha llevado a cabo de forma intensa en los últimos años como alternativa a los tratamientos 
farmacológicos actuales. Las publicaciones demuestran que la aplicación de probióticos a las 
enfermedades bacterianas reduce las infecciones producidas por patógenos microbianos. La 
identificación de nuevos antibióticos es necesaria para reducir la presencia de cepas resistentes. 
Algunas especies de Bacillus tienen la capacidad de producir compuestos con actividad antimicrobiana 
principalmente de naturaleza peptídica denominados péptidos antimicrobianos (AMPs). En el presente 
trabajo, se evaluaron diferentes cepas Bacillus contra dos aislados clínicos provenientes de pacientes 
mayores de 40 años con infección urinaria, identificados como S. haemolyticus y S. aureus. La cepa B2 
mostró una actividad contra ambas especies patógenas y fue seleccionada para la identificación de 
AMPs. La producción de péptidos antimicrobianos durante el crecimiento de la cepa B2 fue 
determinada mediante una curva de crecimiento, encontrándose que el punto de producción máxima 
se lleva a cabo en el tiempo T2 de la fase estacionaria. Las fracciones de bajo peso molecular (menor a 
3 KDa) obtenidas mediante ultrafiltración mostraron termo-estabilidad a 37°C, resistencia a enzimas 
fisiológicas (tripsina y proteinasa K) y no fueron afectadas por las sales del medio de cultivo. Los análisis 
de cromatografía líquida de alta resolución de fase reversa (RP-HPLC), corroboraron la presencia de 
péptidos en la fracción de bajo peso molecular. La obtención de péptidos de bajo peso molecular, con 
ausencia de modificaciones postraduccionales y termo-resistentes, propone una alternativa al uso de 
antibióticos, para tratar infecciones ocasionadas por especies resistentes del género Staphylococcus.  

 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras clave: Sthapylococcus, Probióticos, Microbiota, Péptidos Antimicrobianos (AMPs) 
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Abstract of the thesis presented by Ivan Alexander Santos Cabrera as a partial requirement to obtain 
the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Marine Biotechnology 
 

Identification of antimicrobial peptides produced by Bacillus with inhibitory activity on growth 
Staphylococcus aureus clinical isolates 

 
Abstract approved by: 

_______________________ 
Dr. Jorge Olmos Soto  

Thesis Director 

Resumen inglés  

Some species of the genus Staphylococcus are associated with oortunistic infections of clinical 
relevance. Infections caused by some species, such as S. haemolyticus and S. aureus, are associated 
with patients suffering from a compromised immune system or taking immunosuressive drugs. 
However, the increase in the presence of S. aureus resistant to the latest generation antibiotics has 
been a topic of public health interest and global concern. Investigation of the benefits of the use of 
probiotics in bacterial diseases has been intensively carried out in recent years as an alternative to 
current pharmacological treatments. The publications show that the alication of probiotics to bacterial 
diseases reduces infections caused by microbial pathogens. The identification of new antibiotics is 
necessary to reduce the presence of resistant strains. Some Bacillus species have the ability to produce 
compounds with antimicrobial activity, mainly peptidic, called antimicrobial peptides (AMPs). In the 
present work, different Bacillus strains were evaluated against two clinical isolates from patients older 
than 40 years with urinary tract infections, identified as S. haemolyticus and S. aureus. Strain B2 
showed activity against both pathogenic species and was selected for AMP identification. The 
production of antimicrobial peptides during the growth of strain B2 was determined using a growth 
curve, finding that the point of maximum production occurs at time T2 of the stationary phase. Low 
molecular weight fractions (less than 3 KDa) obtained by ultrafiltration showed thermostability at 37°C, 
resistance to physiological enzymes (trypsin and proteinase K) and were not affected by salts in the 
culture medium. Reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) analyses 
confirmed the presence of peptides in the low molecular weight fraction. Obtaining low molecular 
weight peptides, with the absence of post-translational and heat-resistant modifications, proposes an 
alternative to the use of antibiotics to treat infections caused by resistant species of the genus 
Staphylococcus. 
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Capítulo 1.  Introducción 

El descubrimiento de la penicilina en el siglo XX, fue una alternativa que permitió el tratamiento de 

infecciones bacterianas, mejorando significativamente la recuperación y reduciendo la mortalidad de los 

pacientes (Zaffiri et al., 2012). Sin embargo, el surgimiento de especies bacterianas resistentes a la 

penicilina fue aumentando durante las primeras décadas de su descubrimiento. Las investigaciones 

durante la segunda mitad del siglo XX permitieron el desarrollo de nuevas moléculas con actividad 

antibiótica, pero eventos de selección natural evidenciaron la capacidad adaptativa de algunas especies 

bacterianas frente a estos antibióticos (Gould, 2016; Mohr, 2016). 

El aumento en la incidencia de organismos resistentes a tratamientos con antibióticos, ha sido de gran 

importancia para la salud pública a nivel mundial (Whaley et al., 2017). La presencia de bacterias, 

protozoarios y hongos resistentes a antibióticos de última generación, es causada por acciones como la 

automedicación con antibióticos y mal seguimiento de tratamientos que se reflejan en la selección de 

cepas resistentes (Bongomin et al., 2017; Whaley et al., 2017).  

Algunos géneros bacterianos como Helicobacter, Salmonella, Streptococcus, Escherichia, Klebsiella y 

Staphylococcus, cuentan con mecanismos moleculares de resistencia basados en enzimas que degradan a 

los antibióticos y la capacidad para modificar la pared celular o proteínas celulares (Lobanovska y Pilla, 

2017). El origen de esta capacidad es discutido actualmente; algunas características de resistencia tienen 

su origen en el material cromosómico de las especies y otras son adquiridas a través de materia genético 

extracromosómico como plásmidos (Turner et al., 2019).  

Staphylococcus es un género bacteriano Gram positivo, de morfología esférica en una conformación 

agregada, similar a un racimo de uvas (Paharik y Horswill, 2016). Están presentes en tejidos humanos y 

animales de forma natural, principalmente en la piel y las mucosas(Dreno et al., 2017). Son anaerobios 

facultativos y no formadores de esporas e inmóviles. Se conocen alrededor de 50 especies que integran el 

género Staphylococcus, de las cuáles S. epidermidis, S. haemolyticus y S. aureus son de relevancia clínica 

para el ser humano, por su capacidad para desarrollar infecciones oportunistas en diversos tejidos (Dreno 

et al., 2017; Paharik y Horswill, 2016). En casos más severos S. aureus puede causar meningitis, neumonía, 

infecciones de tracto urinario o provocar síndrome de shock tóxico con una alta tasa de mortalidad (Turner 

et al., 2019).  
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Durante los años 60s se detectaron cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA por sus siglas en 

inglés, methicillin-resistant S. aureus) cuya estructura química es similar a la penicilina (Harkins et al., 

2017). Fue entonces que se mostraron las primeras evidencias de adaptación de las bacterias ante 

antibióticos. Actualmente, la meticilina no está designada como tratamiento de primera línea, debido a la 

presencia en la población mundial de MRSA (Davis et al., 2015). La relevancia de esta especie es su gran 

capacidad de adaptación a antibióticos, basados en cluster de genes de resistencia, además de 

mecanismos moleculares que aún no se han podido describir con exactitud (Tong et al., 2015). Se han 

detectado cepas resistentes a vancomicina (VRSA por si siglas en inglés, vancomycin-resistance S. aureus), 

antibiótico que funciona como última línea de defensa en presencia de cepas MRSA (McGuinness et al., 

2017). 

La búsqueda de moléculas con actividad antibiótica es de relevancia mundial. Una mayor gama de 

medicamentos contra especies bacterianas de importancia clínica para el ser humano, podrían reducir la 

probabilidad en la presencia de cepas resistentes o aumentar el tiempo en el que estos se adapten a 

tratamientos con antibióticos (Singh et al., 2017).  

 En años recientes se han investigado los beneficios de las bacterias probióticas contra organismos 

patógenos, incluyendo bacterias, protozoarios y hongos (Hill et al., 2014). Las bacterias probióticas son 

organismos que no presentan un riesgo para la salud humana y, al contrario, han demostrado efectos 

positivos sobre el mejoramiento de la absorción de nutrientes de la dieta, estimulación del sistema 

inmunitario y actividad antibiótica contra patógenos (Hill et al., 2014; Rubio et al., 2017).  

Bacillus es un género bacteriano Gram positiva, distribuido en todo el mundo, y su nombre se debe a su 

morfología tipo bastón. Recientemente se ha demostrado que algunas especies del género Bacillus tienen 

beneficios para la salud humana (Olmos y Paniagua-Michel, 2014). La actividad contra patógenos como 

otras bacterias causantes de enfermedades en humanos, se ha relacionado principalmente en la 

producción de péptidos con actividad antimicrobiana (AMPs por las siglas en inglés, Antimicrobial 

Peptides) (Chen et al., 2008). 

Estos péptidos se han clasificado de dos fuentes de síntesis, ribosomales y no ribosomales. Los péptidos 

ribosomales se han subdividido 3 clases mayores según el tamaño en Kilodalton (KDa) y a la presencia o 

ausencia de modificaciones postraduccionales que sufren en los aminoácidos de la cadena peptídica (Huan 

et al., 2020). La clase 1: péptidos lantibióticos, clase 2: no lantibióticos (sin modificaciones 

postraduccionales complejas), clase 3: péptidos bacteriolisinas, clase 4: péptidos con estructuras 
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complejas. Los mecanismos de acción descritos de los AMPs se basan en provocar la muerte directa del 

patógeno por medio de modificaciones en la permeabilidad de las membranas, inhibición de rutas 

metabólicas esenciales y estimulación de células del sistema inmunitario (Abriouel et al., 2011; Caulier 

et al., 2019).  

La identificación de pequeños péptidos antimicrobianos (de hasta 3 KDa) y con ausencia de modificaciones 

post traduccionales, son una excelente alternativa a los antibióticos. Las ventajas en su producción y 

aplicación se reflejarían en la reducción de costos de síntesis debido a su corta secuencia de aminoácidos, 

ausencia de modificaciones. Además, la generación de nuevas moléculas de AMPs permite la reducción 

en la presencia de bacterianas resistentes a antibióticos. En este sentido, la capacidad de cepas de Bacillus 

en la producción de AMPs no han sido caracterizadas por completo y son una buena fuente en la búsqueda 

de estos compuestos.  

1.1 Antecedentes 

1.1.1 Género Staphylococcus  

Las especies del género Staphylococcus son bacterias Gram-positivas, no formadoras de esporas, 

anaerobias facultativas, inmóviles, catalasa positivas o negativas dependiendo de la especie, con una 

morfología de bacterias esféricas de pares o racimos similares a uvas, de donde proviene el nombre; 

Sthapyl, que significa racimo de uvas, y kokkos, que significa baya (Paharik y Horswill, 2016).  

La mayoría de las especies que integran el género crecen en los alimentos y están presentes en los 

animales (Krismer et al., 2017; Laux et al., 2019). Pueden sobrevivir en un rango de 7 °C a 48 °C, con un 

una temperara óptima de crecimiento de 30-37 °C. Soportan pH ácidos de hasta 4.5, pero su rango óptimo 

de crecimiento es de 7,0 a 7,5 (Bastock et al., 2021). Una de las características más notables en la mayoría 

de las especies es la tolerancia a las sales (Vaish et al., 2018). Históricamente han sido responsables de 

brotes de enfermedades transmitidas por alimentos contaminados (Hennekinne et al., 2012). 

Aunque se han aislado más de 50 especies pertenecientes al género Staphylococcus, las especies 

mayormente presentes en el humano son Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus y 

Staphylococcus aureus (Paharik y Horswill, 2016).  
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Las infecciones nosocomiales (adquiridas en clínicas u hospitales) por S. epidermidis y S. haemolyticus han 

generado mucha atención durante años recientes. Estas dos especies son organismos presentes en la 

mayoría de los casos como parte de la microbiota (conjunto de microorganismos) de la piel que mantiene 

la relación comúnmente benigna con su huésped (Christensen y Brüggemann, 2014). No producen 

moléculas determinantes de virulencia agresivas, comparado con especies cercanas. De hecho, algunos 

factores que normalmente sustentan el estilo de vida comensal de S. epidermidis parecen dar un beneficio 

adicional en la defensa contra otros patógenos que pueden colonizar la piel humana (Glatthardt et al., 

2020). 

Especies como S. epidermitis, S. aureus y S. haemolyticus tienen una notable adaptación para sobrevivir 

en fomites (objetos inertes que pueden contaminarse) durante largos periodos de tiempo (Hamdan-

Partida et al., 2022).  

En contraste, la especie S. aureus también tiene una relación cercana con la microbiota de diversos tejidos 

humanos; sin embargo, su presencia se relaciona mayormente con infecciones bacterianas de relevancia 

clínica debido a la capacidad de producción de endotoxinas, colonización e infección en tejidos externos e 

internos llegando a provocar enfermedades de alto índice de mortalidad (Eells et al., 2014; Krismer et al., 

2017).  

En las últimas décadas ha obtenido relevancia por la capacidad de resistencia a antibióticos, situándose en 

el nivel de prioridad elevada de la lista de las bacterias para las que se necesitan urgentemente nuevos 

antibióticos según la Organización Mundial de la Salud (Tacconelli et al., 2018).  

1.1.2 Staphylococcus aureus y su incidencia en la salud humana 

Es una bacteria Gram positiva, presente en animales y humanos. Alrededor del 30 % de los humanos sanos 

la albergan en sus fosas nasales (Krismer et al., 2017; Paharik y Horswill, 2016). S. aureus es la causa 

principal de la enfermedad estafilocócica. La aparición de cepas de S. aureus patógenas resistentes a los 

antibióticos es un problema mundial en medicina clínica como se mencionó previamente (Tacconelli et al., 

2018).  

S. aureus se identificó en 1880 por Alexander Ogston en fluidos de abscesos de piernas infectadas y al poco 

tiempo fue aislado por Rosenbach (Newsom, 2008). La presencia de infecciones provocadas por la bacteria 
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se relacionó entonces en el mal manejo de heridas y malas condiciones antisépticas de áreas de cirugía 

(Nakayama, 2018). Durante el siglo XX las condiciones en los hospitales mejoraron, sin embargo, la 

presencia de infecciones nosocomiales era evidente (J. Y. Liu y Dickter, 2020). Años más tarde el manejo 

en las infecciones bacterianas mejoró gracias al descubrimiento de la Penicilina en la década de los 40s, 

durante los primeros años de su aplicación, el antibiótico mejoró la calidad de vida y la reducción en la 

mortalidad por bacteriemia (bacterias en el torrente sanguíneo) (Mohr, 2016). Poco tiempo después, en 

la misma década, las primeras cepas de S. aureus resistentes a la penicilina fueron aisladas. Esta capacidad 

de resistencia fue ocasionada por la presencia del gen blaZ que traduce para la proteína β-lactamasa. Las 

betalactamasas son enzimas capaces de degradar los antibióticos de la familia betalactámicos (penicilinas, 

carbapenémicos, cefalosporinas y monobactámicos) (Harkins et al., 2017; Lobanovska y Pilla, 2017).  

En los años 60s se desarrolló un análogo de la penicilina, denominado meticilina. Un año después de su 

uso como antibiótico fueron aislados S. aureus resistentes a meticilina (MRSA por siglas en inglés 

Methicillin-resistant S aureus) (Turner et al., 2019). La resistencia a antibióticos tiene su origen en el 

elemento genético móvil nombrado como “Cassette Cromosómico Estafilocócico” el cual contiene el gen 

mecA. La proteína resultante del gen mecA tiene una alta afinidad a la penicilina, lo cual le confiere la 

resistencia a un gran grupo de antibióticos beta lactámicos incluyendo la penicilina y meticilina (Harkins 

et al., 2017; McGuinness et al., 2017; Tong et al., 2015). 

El manejo en las infecciones bacterianas provocadas por MRSA fue cada vez más complejo y evidenció la 

capacidad de resistencia por el agente infeccioso. Durante las décadas siguientes en el siglo XX, los aislados 

clínicos con resistencia a meticilina fueron más comunes (Lakhundi y Zhang, 2018). Actualmente, la 

prevalencia de MRSA es del 15 a 74% en diferentes estudios a nivel mundial (Köck et al., 2010). En 2005, 

las infecciones invasivas por MRSA en Estados Unidos, ocurrieron a una tasa de 31,8 por cada 100 000 

personas y el 75 % de estas infecciones invasivas por MRSA involucraron bacteriemia provocada por S. 

aureus (Hassoun et al., 2017).  

En México, no se tienen datos estadísticos homogéneos por la Secretaría de Salud Pública sobre la 

indicencia de SA, la mayor parte de las investigaciones son regionales o locales en hospitales generales. 

Un estudio reciente en el 2018 evaluó la incidencia de SA en la Clínica Médica Sur de la Ciudad de México. 

Se incluyeron pacientes hospitalizados de enero 2016 a enero 2018, en los cuales se aisló S. aureus en 

muestras analizadas en el Departamento de Microbiología. Se analizaron 128 aislados de los cuáles 81% 

eran aislados sensibles a meticilina (MSSA methicillin-sensitive S. aureus) y 19% fueron MRSA (Castañeda-

Méndez, 2018) 
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En el estado de Baja California tampoco existe información sólida sobre la presencia de cepas resistentes 

de S. aureus. Una tesis en el 2016 evaluó aislados clínicos del Centro Oncológico Pediátrico de la ciudad de 

Tijuana, Baja California. Los resultados mostraron que de las 44 muestras clínicas de S. aureus, el 16% 

mostró resistencia a meticilina (Carrillo Terrazas, 2016).  

Aunque la circulación de cepas resistentes es en un porcentaje menor, es importante mencionar que la 

circulación de estas existe dentro de la población mexicana. La observación epidemiológica a nivel estatal, 

nacional y mundial es de suma importancia, debido al grado de relevancia por parte de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) para efectuar tratamientos efectivos en un futuro.  

1.1.3 Efectos de la infección de SA en la salud humana 

Staphylococcus aureus es una bacteria comensal, pero también puede actuar patógeno humano (Krismer 

et al., 2017). Las infecciones por S. aureus suelen aparecer en la piel como una bolsa de pus rodeada de 

piel roja y dolorosa (Figura 1A) (Leung et al., 2018). También pueden ocasionar intoxicación por ingestión 

de endotoxinas (Hennekinne et al., 2012). El mal manejo de las infecciones, así como pacientes con un 

sistema inmune comprometido puede ocasionar la infección severa aumentando el riesgo de mortalidad 

y morbilidad (Hassoun et al., 2017).  

 

Figura 1. Infecciones provocadas por S. aureus. A) Infección leve en la dermis humana, B) Infección severa 
en los pulmones (desarrollo de neumonía).   
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Algunos de los casos severos ocasionados por S. aureus son: bacteriemia (infección en torrente sanguíneo), 

endocarditis infecciosa (EI), infecciones osteoarticulares, de piel y tejidos blandos, pleuropulmonares o 

neumonía (Figura 1B) (Miller et al., 2020). La bacteriemia es quizás la manifestación mejor descrita de la 

infección por S. aureus. Múltiples estudios han documentado la prevalencia, incidencia el pronóstico y la 

relación de la Bacteriemia por S. aureus (SAB) en las regiones industrializadas del mundo (van Hal et al., 

2012). 

Figura 2. Afectaciones en la salud humana producidas por infecciones de Sthapylococcus aureus. Tomado y 
modificado de Wetheim et al., 2005. 

Sinusitis 
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La edad es una determinante clave de la incidencia de SAB, y las tasas más altas de infección ocurren en 

cualquier extremo de la vida, infantes o adultos mayores (Hassoun et al., 2017). Los estudios demuestran 

altas tasas en el primer año de vida, una baja incidencia durante la edad adulta temprana y un aumento 

gradual de la incidencia con el avance de la edad. SAB se puede clasificar como "complicado" o "no 

complicado". Estas designaciones tienen implicaciones significativas para la extensión y el tipo de 

evaluación diagnóstica, la duración del tratamiento antibiótico y el pronóstico general (Turner et al., 2019). 

Un estudio de un solo centro de 724 pacientes de SAB definió la infección complicada como aquella que 

resultó en mortalidad atribuible, debido a afectaciones en el sistema nervioso central (SNC). Debido a la 

presencia de S. aureus en diversos tejidos humanos, las patologías asociadas a la infección son variadas 

(Figura 2) y dependiendo del tipo de manifestación clínica es el tratamiento (Kourtis et al., 2019; Paharik 

y Horswill, 2016; Wertheim et al., 2005).  

1.1.4 Bacterias probióticas, una fuente de moléculas con actividad antibiótica  

En años recientes se ha demostrado que bacterias probióticas aportan beneficios a la salud directa del 

portador, desde la salud nutricional, salud mental y combate contra patógenos (Olmos et al., 2020). La 

Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Organización de los Estados Unidos para la Agricultura y la 

Alimentación (NIFA) definen a los probióticos como "microorganismos vivos que, cuando se administran 

en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped" (Hill et al., 2014). La propiedad 

más importante de una cepa probiótica es que debe ser seguro para la salud humana o animales de interés, 

denominada certificación GRAS (por sus siglas en inglés: Generally recognized as safe). Por lo tanto, las 

cepas bacterianas de esta categoría podrían considerarse inofensivas y pueden incluirse en tratamientos 

humanos. Además, las bacterias probióticas deben tener capacidad de adherencia para competir con los 

patógenos por los sitios de unión en la mucosa del intestino (Rubio et al., 2017). Las bacterias 

seleccionadas deben ser capaces de soportar altas temperaturas y pH extremos para sobrevivir al proceso 

de ingestión. De manera óptima, los probióticos deben producir una gran diversidad de enzimas y péptidos 

antimicrobianos (AMPs) para poder eliminar patógenos oportunistas (Caulier et al., 2019). 

Se han descrito Lactobacillus salivarus y L.fermentum con efectos antimicrobianos contra de S. aureus y 

otras bacterias patógenas (M. S. Kang et al., 2017). La especie Lactobacillus plantarum produce un péptido 

antimicrobiano denominado Tet213. Los efectos del péptido sobre S. aureus mostraron inhibición en la 

formación de biopelículas (Ming et al., 2015).  
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Recientemente se ha integrado a especies de Bacillus como bacteria probiótica (Olmos y Paniagua-Michel, 

2014). Están presentes en la mayoría de los ecosistemas terrestres. Esta predominancia se ha reflejado en 

su capacidad de supervivencia en ambientes hostiles y de competencia por nutrientes. Desde su capacidad 

en la producción de AMPs, enzimas degradadoras de moléculas complejas, y mejoramiento en la 

diversidad de la microbiota intestinal de organismos pluricelulares (Caulier et al., 2019). 

La mayoría han mostrado una carga catiónica debido a la presencia de aminoácidos con carga positiva 

como histidina, arginina y lisina. Sin embargo, se han aislado AMPs con carga aniónica debido a la presencia 

de ácido aspártico, ácido glutámico. Se ha observado un patrón en mayoría de los péptidos con una 

proporción significativa (aproximadamente 50%) de residuos hidrofóbicos (Haney et al., 2017; Huan et al., 

2020).  

La Gramicidina, fue el primer AMP que se descubrió en 1939 a partir de la bacteria del suelo Bacillus brevis 

y mostró actividad antibacteriana in vitro e in vivo contra muchas bacterias gran positivas (Dubos, 1939). 

Actualmente, se han identificado más de 3000 péptidos con actividad contra patógenos, la mayoría de 

ellos reportados en la base de datos Antimicrobial Peptide Database (APD3) (G. Wang et al., 2016). El 

aislamiento de los AMPs tiene su origen en plantas, mamíferos, anfibios, organismos acuáticos, insectos y 

microorganismos como levaduras o bacterias (Huan et al., 2020). 

Debido al rápido aumento de microorganismos patógenos resistentes a los medicamentos, los AMPs de 

fuentes sintéticas y naturales han ganado interés como nuevos agentes terapéuticos (H. K. Kang et al., 

2017). En este sentido, el género Bacillus ha mostrado una enorme diversidad en la producción de AMPs 

(Caulier et al., 2019) 

1.1.4.1 Clasificación de los Péptidos antimicrobianos (AMPs) bacterianos 

Aunque existen diversas clasificaciones para los AMPs basados en la estructura, actividad biológica y 

fuente de producción. La clasificación más aceptada para los péptidos producidos por bacterias se sustenta 

del peso molecular, modificaciones postraduccionales y su fuente bacteriana; Gram positiva o Gram 

negativa (Figura 4) (bin Hafeez et al., 2021) 
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1.1.4.2 AMPs Bacterias Gram positiva 

Los AMP bacterianos sintetizados ribosomalmente se denominan bacteriocinas (Tajbakhsh et al., 2017). 

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas; como las bacterias pertenecientes al género 

Bacillus, se pueden clasificar en cuatro clases: (1) lantibióticos, (2) no lantibióticos, (3) bacteriocinas de 

gran tamaño y (4) bacteriocinas de estructura única (Simons et al., 2020).  

 Clase 1, también nombrados lantibióticos, son AMPs de una longitud promedio de 19 a 38 

aminoácidos, con pesos moleculares menores a 5 KDa. Algunas características particulares son sus 

modificaciones postraduccionales (PTMs por sus siglas en inglés post-translational modifications) 

como adición de aminoácidos inusuales como lantionina o puentes de lisinoalanina (Xie y van der 

Donk, 2004). Estas modificaciones se reflejan en su estabilidad a temperaturas mayores de 60 °C, 

resistencia un amplio rango de pH y proteolisis. La clase I se divide en dos subclases (Islam et al., 2012; 

Sahl et al., 1995). 

o La subclase 1a: la mayoría de péptidos de esta subclase tienen una carga positiva y una 

estructura lineal con una actividad antimicrobiana dirigida a la formación de poros en las 

membranas bacterianas. De igual forma algunos péptidos pertenecientes a esta subclase 

inhiben la síntesis de la pared celular, uno de los más caracterizados es la nisina (Figura 3) 

(Bierbaum y Sahl, 2009; Salmieri et al., 2014).  

 

 

Figura 3. Estructura química de la Nisina. Tomado de Salmieri et al., 2004. 
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o La subclase 1b: consta de péptidos globulares, no flexibles con carga negativa que inhiben 

enzimas cruciales de las bacterias objetivo. Algunos péptidos pertenecientes a esta subclase 

son la citolisina y salivaricinas (Simons et al., 2020).  

 Clase 2, incluyen péptidos pequeños (<10 kDa), lineales, resistentes al calor y a los tratamientos ácido-

básicos (bin Hafeez et al., 2021). A diferencia de los antibióticos de Clase I, los AMP de Clase II son 

bacteriocinas que no contienen lantionina y experimentan modificaciones postraduccionales limitadas 

(principalmente unión mediante enlaces disulfuro) y, por lo tanto, no contienen aminoácidos inusuales 

(Fimland et al., 2005; Nissen-Meyer et al., 2010). Actúan como bacterias formadoras de 

poros/desestabilizadoras de membranas/aumentadoras de la permeabilidad (bin Hafeez et al., 2021). 

Las bacteriocinas de clase II se pueden clasificar en cuatro subclases  

o Subclase 2a: péptidos lineales con enlace disulfuro. La mayoría se ha asociado a mecanismos 

de modificación de la permeabilización de la membrana celular. PA-1, producido por 

Lactobacillus plantar actúa mediante la formación de poros (Fimland et al., 2005).  

o Subclase 2b: son péptidos constituidos por dos subunidades peptídicas en igual proporción 

que actúan exclusivamente en conjunto. Por ejemplo, Lactacina F. Actúa en la modificación de 

la permeabilidad específica de K+ y fosfato (Nissen-Meyer et al., 2010). 

o Subclase 2c: pépticos de bajo peso molecular, menor a 10 KDa, comúnmente circulares, 

mediante la unión de los grupos N y C terminal. Algunos por ejemplo son la Gassericina A, 

lactociclinina Q y Uberolisina. La mayoría actúa de forma similar mediante la permeabilización 

de la membrana, permitiendo la disipación de iones y modificando el potencial de membrana 

ocasionando la muerte celular (Nissen-Meyer et al., 2009; Sawa et al., 2009; van Belkum et al., 

2011).  

o Subclase 2d: Son todas las bacteriocinas no caracterizadas, y no comparten una similitud con 

las secuencias de la clase II (Simons et al., 2020). 

 Clase 3 de bacteriocinas, también llamadas bacteriocinas, consisten de pépticos termoestables, de 

peso molecular >30 KDa. Algunos identificados son las zoocina A y la enterolisina A. Investigaciones 

han expuesto que algunas de estos péptidos tienen efectos en la inhibición de síntesis de la pared 

celular (Cotter et al., 2005; Simons et al., 2020) 
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 Clase 4, son estructuras mayormente complejas debido a la presencia de monómeros de lípidos o 

carbohidratos. Algunos aislados son la lactocina 27 y la pediocina SJ-1, que actúan en la disrupción de 

la membrana celular(da Silva Sabo et al., 2014; Heng et al., 2007) .  

Las bacteriocinas no ribosomales son resultado de enzimas denominadas péptidos sintetasas no 

ribosómicos (NRPS), enzimas multimodulares que catalizan la síntesis de productos naturales muy diversos 

de origen bacteriano o fúngico, denominados péptidos no ribosómicos (NRPs)(Tajbakhsh et al., 2017). 

Algunos de las bacteriocinas que tienen este origen son las polimixinas: son lipopéptidos cíclicos no 

ribosomales, se han denominado así debido al primer aislado proveniente de Paenibacillus polumyxa y las 

Tridecaptinas (Galea et al., 2017). 

 

Figura 4. Clasificación de los péptidos antimicrobianos (AMPs) producidos por bacterias. Tomado y modificado 
de Kumar et al., 2018.  
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1.1.5 Bacillus  y su capacidad para la producción de AMPs contra especies patógenas  

Las especies del género Bacillus se encuentran entre las bacterias más extendidas en todo el mundo; se 

puede encontrar en el suelo, agua dulce y marina, aire y diferentes tipos de alimentos (Olmos y Paniagua-

Michel, 2014). Son bacterias Gram positiva, formadoras de esporas, con especies que pueden sobrevivir 

en condiciones de oxígeno (aerobias) y ausencia relativa de oxígeno (anaerobias facultativas) y su nombre 

se debe a su morfología tipo bastón(Mondol et al., 2013).. Varias especies de Bacillus están aprobadas por 

la Administración de Medicamentos y Alimentos (FDA) porque no son tóxicas para los animales ni para los 

humanos, siendo Bacillus subtilis, la más empleada como bacteria probiótica. La mayoría de las enzimas 

de Bacillus se secretan al medio de cultivo, lo que facilita su purificación y aplicación como alimento (Chen 

et al., 2008). Algunas enzimas de Bacillus tienen la capacidad de degradar proteínas, carbohidratos y 

lípidos complejos de cualquier fuente, lo que permite su rápido crecimiento en casi cualquier fuente de 

carbono y nitrógeno (Olmos et al., 2020). Estas bacterias pueden crecer en condiciones aeróbicas y 

anaeróbicas, en pH ácidos como los que se encuentran en el tracto digestivo. Se han descubierto una gran 

variedad de péptidos antimicrobianos, que pueden inhibir el desarrollo de patógenos (Caulier et al., 2019; 

Stein, 2005). Muchos de estos péptidos se han aislado de diversas especies de Bacillus, sin embargo, se ha 

observado que inclusive entre cepas distintas de la misma especie se producen péptidos con actividad 

específica contra patógenos (Mercado y Olmos, 2022).  

 

 

Figura 5. Actividad de los AMPs de Bacillus sp. en la respuesta contra patógenos. Tomado y modificado de Kumar 
et al., 2018.  
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Algunas de las actividades que están relacionadas a los AMPs producidos por Bacillus son la modificación 

de la membrana celular mediante la formación de poros (Figura 5). Aunque es el mecanismo que 

mayormente se presenta provocado por AMPs también se ha demostrado que pueden tener acción en 

enzimas diana de importancia celular, por ejemplo, inhibición de enzimas de rutas metabólicas (Caulier et 

al., 2019; Haney et al., 2017; Kang et al., 2017). Un gran número péptidos identificados comparten algunas 

características principalmente estabilidad frente a condiciones físicas extremas, como termo tolerancia, 

pH extremos ácidos y básicos entre otros. Este patrón de estabilidad se ha relacionado con la capacidad 

de las bacterias pertenecientes al género a habitar diversos ambientes (Abriouel et al., 2011; Sumi et al., 

2015).  

Recientemente se ha relacionado que algunos AMPs de bacterias probióticas tienen la capacidad de 

estimular la respuesta inmune mediante la modulación de células del sistema inmunológico del humano. 

Las investigaciones de la importancia de los probióticos en la salud humana tienen una relación también 

en la presencia de AMPs específicos que permiten el mejoramiento en la respuesta inmune, control de la 

inflamación y la eliminación de los patógenos (Mohammed y Radey, 2021). 

1.1.6 Producción de AMPs durante el crecimiento de Bacillus 

La producción de péptidos antimicrobianos tiene una relación con el crecimiento bacteriano. Estas han 

sido determinadas mediante la realización de curvas de crecimiento. Se componen de cuatro etapas 

principales (Figura 6). Las fases de crecimiento tienen características metabólicas y reproductivas distintas 

que son particulares para cada especie bacteriana.  

 Fase latencia: es el periodo breve, comúnmente observada en el proceso de transición de medio de 

crecimiento. Presenta una alta actividad metabólica, sin embargo, bajo número de células. Con una 

baja producción de metabolitos secundarios 

 Fase exponencial: o también denominada fase logarítmica, sus características particulares son la alta 

actividad metabólica, aumento en el número de células. Baja producción metabolitos secundarios. Se 

ha observado en diversivas especies de Bacillus que a mitad de la de la etapa exponencial empieza la 

producción de AMPs (J. Li et al., 2014; X. Liu et al., 2015) 
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 Fase estacionaria: esta fase se caracteriza por el aumento de número células proporcional a la muerte 

de otras. El alcancé de esta etapa se debe a razones de agotamiento de nutrientes, número de células 

en medio de cultivo, presencia de productos tóxicos. La mayoría de los metabolitos secundarios son 

producidos en esta etapa, incluyendo péptidos antimicrobianos (AMPs).  

 Fase de muerte: al reducirse drásticamente la presencia de nutrientes en el medio, así como el 

aumento de metabolitos secundarios, la tasa de reproducción disminuye y el número de células vivas 

son menores conforme al tiempo.  

  

 

Una característica particular de las especies que integran al género Bacillus es su capacidad para formar 

esporas. Este fenómeno tiene su origen durante la etapa estacionaria. Esta capacidad de algunas bacterias 

son mecanismos naturales que les permiten sobrevivir a los desafíos ambientales y nutricionales. La 

formación de esporas permite que el genoma bacteriano se mantenga en una estructura resistente de 

forma esférica (espora) hasta que mejoran las condiciones ambientales o nutricionales, momento en el 

que la espora germina rápidamente y vuelve al estado vegetativo. La estructura de la espora le permite 

Figura 6. Etapas de crecimiento bacteriano. 
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tener una resistencia a factores ambientales (pH, temperatura, sales) y biológicos (degradación por 

enzimas).  

La mayoría de los metabolitos secundarios producidos por especies de Bacillus son producidos al término 

de la fase exponencial y durante en la fase estacionaria. Este comportamiento está vinculado con el medio 

de cultivo seleccionado y la formación de esporas, debido a las características nutricionales y de población 

celular. Algunos de los medios de cultivo más utilizados para la producción de AMPs son Luria Bertani (LB), 

Nutriente Broth (NB), Caldo de soja tríptico (TSB), Infusión cerebro-corazón (BHI), entre otras. La mayoría 

de los medios desarrollados tienen una restricción nutricional, que, debido a la ausencia de fuentes de 

carbono principales, como glucosa, se metaboliza otras fuentes como proteínas, al existir una competencia 

por nutrientes debido al número de células presentes en el medio, diversas rutas metabólicas y de 

expresión de genes se activan, aumentando la producción de diversos compuestos incluyendo péptidos 

antimicrobianos.  

1.1.7 Ultrafiltración para AMPs 

La mayor parte de los AMPs que se han identificado han sido mediante el empleo de herramientas que 

han facilitado el proceso de aislamiento y purificación, como técnicas de ultrafiltración a base filtros de 

celulosa y cromatografía líquida de alta de alta eficiencia (HPLC) (Tang et al., 2018). 

La filtración es el proceso en el cual moléculas que se encuentran en solución acuosa pasan o se retienen 

a través de una membrana con un tamaño de poros conocido (Brose et al., 2002). El tamaño del poro 

define a la clasificación de filtración. 

 Filtración simple de partículas: tamaño de poros de de 1 a 1000 micras (µm) utilizada comúnmente 

para la eliminación de partículas grandes con peso molecular mayor de 500 Kilodalton (KDa) (Brose 

et al., 2002). 

 Microfiltración: tamaño de poros de 10 a 0.1 µm, con una retención de moléculas mayores a 100 

KDa. (Brose et al., 2002). 

 Ultrafiltración: tamaño de poros de 0.1 a 0.01 µm, con una retención de moléculas que va desde 

1 KDa a 100 KDa (Ghose, 1994). 
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 Nanofiltración: tamaño de poros de 0.01 a 0.001 µm, con una retención desde los .200 a 1000 

KDa. (Holdich et al., 2006). 

La ultrafiltración es el proceso mayormente usado para la purificación de proteínas o péptidos, en el cual 

una solución que contiene estas moléculas pasa través de membrana impulsado por la presión generada 

por la fuerza centrífuga (Brose et al., 2002). Las membranas de ultrafiltración tienen poros con diversos 

diámetros que dependiente de este valor, son las moléculas que pueden atravesar la membrana, pueden 

ir desde los 0.1 a 0.01 µm (Ghose, 1994). Aunque la ultrafiltración a menudo se ha visto como una 

separación puramente basada en el tamaño, por moléculas más grandes retinas que los poros de la 

membrana, la separación en la ultrafiltración en realidad ocurre debido a las diferencias en la tasa de 

filtración de diferentes componentes a través de la membrana en respuesta a una fuerza impulsora de 

presión dada, no ocurre de forma espontánea al aplicar la solución en el filtro (Holdich et al., 2006; 

Zumstein, 2001). 

 La selección de la membrana ideal dependerá del objetivo de purificación, previo a esto se requiere de un 

conocer el concepto corte de peso molecular (MWCO por sus siglas en inglés Molecular weight cut-off) es 

un método de caracterización utilizado en la filtración para describir la distribución del tamaño de los 

poros y las capacidades de retención de las membranas. Se define como el peso molecular más bajo (en 

Daltons) en el que la membrana retiene más del 90% de un soluto con un peso molecular conocido (Ghose, 

1994). 

Al elegir el límite de peso molecular apropiado para aplicaciones específicas, se deben considerar muchos 

factores, incluida la concentración de la muestra, la composición, la forma molecular y las condiciones 

operativas, como la temperatura y la presión. La mayoría de las casas comerciales tienen a la venta 

dispositivos de ultrafiltración que van desde los 100, 50, 30, 10, 5 y 3 MWCO.  

1.1.8 Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC)  para AMPs 

La Cromatografía líquida de Alta Resolución o HPLC por sus siglas en inglés High-performance liquid 

chromatography es una técnica muy empleada para la purificación de diversas moléculas, incluyendo 

proteínas y péptidos (Josic y Kovac, 2010). Emplea un fundamento similar a la cromatografía líquida en 

columna. La separación de uno o varios compuestos que constituyen una muestra son eludidos debido a 

la diferencia en las afinidades relativas por la fase móvil y la fase estacionaria utilizada (Carr D., 2002).  
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Los elementos esenciales para el funcionamiento de HPLC son: una muestra o analito, una fase móvil 

(eluyente), una fase estacionaria (características de la columna) y una unidad de detección. Dependiente 

de la estructura química del analito, las moléculas se retardan mientras pasan por la fase estacionaria. Las 

interacciones intermoleculares específicas entre las moléculas y el material del relleno de la columna, 

definen su tiempo en la columna, esta característica principalmente es dada por las características de 

hidrofobicidad de la fase estacionaria y la muestra. Por lo tanto, los diferentes compuestos de una muestra 

se eluyen en tiempos diferentes debido a la modificación de las interacciones hidrofóbicas o hidrofílicas 

ocasionadas por la fase móvil (Blum, 2014; Mant et al., 2007) 

Se dividen en dos tipos de HPLC, fase normal (NP-HPLC) y fase reversa (RP-HPLC). Esta clasificación se 

refiere a la polaridad de los elementos de la fase móvil y la fase estacionaria. En la fase normal la fase móvil 

son solventes de características no polares o polaridad baja, por ejemplo, heptano. La fase estacionaria 

presenta una alta polaridad. Los elementos eluidos mediante esta fase son inicialmente compuestos 

hidrofóbicos (Blum, 2014). 

 

 

Sin embargo, la fase reversa (RP-HPLC) es la que mayormente se ha empleado para la identificación 

proteínas y péptidos. A diferencia de la fase norma, la fase móvil son solventes de polaridad media a alta, 

como etanol (EtOH) o acetonitrilo (ACN) y una fase estacionaria de baja polaridad, comúnmente provista 

por cadenas de alcanos que dependiendo de la longitud de carbonos le permite tener propiedades de 

Figura 7. Elementos principales de Cromatografía Líquida de Alto Resolución fase reversa (RP-HPLC). Marcas 
rojas: soluciones y unidades usadas comúnmente para la purificación e identificación de péptidos. 
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retención de compuestos, por ejemplo, cadenas de alcanos de 8 carbonos (C8) o 18 carbonos (C18) 

anclados a superficie comúnmente de sílica. Para péptidos de bajo peso molecular >10 000 Daltons, se 

recomienda el empleo de columnas de C8. Las columnas C18 para moléculas por debajo de los 1000 (Figura 

7) (Carr D., 2002; Mant et al., 2007).  

La mayoría de los péptidos antimicrobianos (AMPs) tienen una región polar y otra no polar (anfipáticos). 

El empleo de RP-HPLC, permite la interacción de la región hidrofóbica de los péptidos con la cadena de 

carbonos de la fase estacionaria (Figura 8). La fase móvil más usada es acetonitrilo debido a su polaridad 

intermedia, lo que permite tener un mayor rango de resolución respecto a la hidrofobicidad de las 

moléculas presentes en la muestra 

 

 

La unidad de detección varía dependiendo del tipo de muestra a analizar. Se clasifican en dos familias: 

 Detectores basados en propiedad del soluto: responden a las propiedades del soluto, por ejemplo, 

detectores de absorbancia UV o florescencia. Las señales reportadas son entonces, proporcional 

a la intensidad de la presencia del compuesto en la muestra (Blum, 2014). 

Figura 8. Mecanismo de ingreso de péptido a columna en fase móvil. Tomado y modificado de Carr D., 2002. 

El péptido es liberado de la 

superficie de la columna cuando la 

concentración de la solución B 

alcanza un valor crítico 

Péptido es retenido en la 

superficie de la columna de 

fase reversa (Interacciones 

hidrofóbicas) 

Péptido entra a la columna en la fase 

móvil 
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 Detector basado en propiedad en bloque: por ejemplo, detectores de HPLC de índice de 

refracción, se basan en el cambio del índice de refracción del eluyente de la columna con respecto 

a la fase móvil pura (Blum, 2014) 

Para la detección de péptidos la unidad de detección mayormente empleada es de tipo luz ultravioleta 

(UV), esto es debido a que los enlaces peptídicos absorben fuertemente la luz en el ultravioleta lejano (UV) 

(<230 nm), proporcionando un medio conveniente de detección (generalmente entre 210 y 230 nm). 

Aunque también se utiliza la longitud de 280 basados en los residuos de aminoácidos aromáticos como 

tirosina, fenilalanina y triptófano absorben luz en el rango UV de 250 a 290 nm (Josic and Kovac, 2010; Lee 

et al., 2019; Selsted, 1997). 

1.2 Justificación  

Las especies del género Bacillus producen y secretan AMPs capaces de inhibir diversos patógenos. En este 

sentido y debido a la gran diversidad de AMPs producidos por especies del género, junto con la búsqueda 

de nuevas alternativas para el tratamiento de infecciones bacterianas por S. aureus, los AMPs son una 

alternativa prometedora en el manejo de infecciones bacterianas. Este trabajo se enfoca en aislar, 

identificar y analizar pequeños péptidos antimicrobianos (AMPs) de la clase 2, subclase 3, que no tiene 

modificaciones postraduccionales, resistentes a pH y altas temperaturas, con capacidad inhibitoria frente 

a aislados clínicos de S. aureus y S. haemolyticus. La búsqueda de nuevos AMPs producidos por Bacillus, 

representan una fuente poco explorada para la generación de fármacos. 

1.3 Hipótesis  

Las especies del género Bacillus producen pequeños péptidos antimicrobianos con capacidad antibiótica 

contra especies del género Staphylococcus.  
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1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

Aislar y caracterizar péptidos antimicrobianos producidos por Bacillus con capacidad para inhibir aislados 

clínicos de S. aureus y S. haemolyticus. 

1.4.2 Objetivos específicos 

 Identificar cepas de Bacillus con capacidad para inhibir el crecimiento en placa de especies patógenas 

de Staphylococcus. 

 Determinar el tiempo en el que se alcanza la máxima producción de péptidos antimicrobianos respecto 

a la curva de crecimiento de Bacillus.  

 Caracterizar los péptidos antimicrobianos con efecto inhibitorio contra especies patógenas de 

Staphylococcus.  
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Capítulo 2.  Metodología 

2.1  Selección y cultivos de especies de Staphylococcus. 

Las especies de Staphylococcus aisladas de pacientes enfermos se obtuvieron de muestras provistas por 

el Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) del departamento de 

parasitología. Dos especies fueron seleccionadas provenientes de infecciones urinarias de adultos mayores 

e identificados como S. haemolyticus (SH) y S. aureus (SA). La identificación fue realizada por el ISSSTE 

mediante el equipo VITEK 2 (VITEK 2 Compact, Biiomerieux). Los modelos patógenos SH y SA fueron 

trasladados a viales con glicerol a -70°. Previo a las pruebas de difusión de agar, se sembraron en placas 

provenientes de los viales de glicerol para su posterior incubación durante 24 horas a 30° C en medio BHI 

(Brain heart infusion).  

Debido a sus características nutricionales del medio BHI, se utilizan regularmente como medio para el 

hemocultivo y como principal medio para la identificación de Streptococcus, Staphylococcus y otras 

bacterias de relevancia clínica (M. S. Kang et al., 2017).  

2.2 Selección de cepas de Bacillus 

Las cepas de Bacillus fueron previamente aisladas de muestras de suelo y agua de sedimentos marinos 

((Leonel Ochoa-Solano y Olmos-Soto, 2006). Se denominaron como cepas B2, B3, B4 y N24 provenientes 

de la colección de aislados de Bacillus del Departamento de Biotecnología Marina, de la División de 

Biotecnología experimental. Se cultivaron en placas con medio sólido de lisogenia (LB) durante 24 horas y 

se mantuvieron en refrigeración a 4º C.  

2.2.1  Obtención de sobrenadante.  

La obtención de sobrenadante se hizo mediante el crecimiento de las cepas de Bacillus en medio Schaeffer. 

Se realizó un crecimiento en placa con medio sólido LB durante 12 horas. Se obtuvo una muestra mediante 

un asa bacteriológica para su crecimiento nocturno (overnight), en matraces de 250 mL con 30 mL de 

medio líquido LB a 250 revoluciones por minuto (rpm) durante 12 horas en una agitadora a 37°. 
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Posteriormente se tomó una muestra de 3 mL y fueron transferidas a matraces de 250 mL con 27 mL de 

medio líquido de esporulación Schaeffer y se mantuvieron durante 12 horas a los mismos parámetros del 

cultivo overnight. Se tomaron lecturas al finalizar el crecimiento overnight y el crecimiento en medio de 

producción. Las lecturas se realizaron tomando 100 μl de muestra en 900 μl de agua en una dilución 1:10, 

y se determinó la absorbancia a una longitud de onda de 600 nanómetros en un espectrofotómetro HACH 

DR 5000. 

El crecimiento en el medio de producción de las cepas de Bacillus se realizó con su réplica experimental. 

Los valores de absorbancia fueron multiplicados por el valor de dilución 1:10 para calcular su absorbancia 

real de las muestras. Los valores de absorbancia fueron transferidos al software Prism9 GraphPad® y 

graficados. 

Posterior a las 12 horas de crecimiento se tomaron 10 mL de muestra de los diferentes medios. Los 

volúmenes se transfirieron en tubos FalconTM de 50 mL y fueron llevados a centrifugación mediante un 

una centrífuga (Eendorf® 5804-R) a 10 000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se transfirió 

mediante una jeringa de 10 mL y se adaptó al filtro disco de membrana de PTFE de 0.2 micras x 25 mm. El 

filtrado se trasladó a tubos Eendorf® de 1.5 ml y se llevaron al congelador a -4° C para su conservación y 

posterior utilización en las pruebas de inhibición. 

2.3 Curva de crecimiento y determinación de producción máxima de AMPs. 

La determinación del tiempo de producción máxima de los AMPs se realizó mediante el muestreo en la 

curva de crecimiento de la cepa B2 que mostró mayor actividad antimicrobiana contra las especies S. 

aureus y S. haemolyticus. Se incubó una placa con medio LB con la cepa B2 durante 12 horas en matraz de 

250 mL. Posteriormente se tomó una muestra y se inoculó en 30 mL medio líquido LB (Overnight). La 

incubación fue de 12 horas a 37° a 250 rpm. Al finalizar se midió la absorbancia mediante un 

espectrofotómetro a una longitud de onda única de 600 nm. Posteriormente se tomó una muestra de 3 

mL para llevarlo a 27 mL medio Schaeffer para la adaptación metabólica a los mismos parámetros del 

cultivo Overnight. Se esperó hasta alcanzar la mitad de absorbancia del cultivo Overnight. Una vez 

alcanzada la absorbancia, se tomó una muestra de 3 mL y fueron transferidas a medio nuevo Schaeffer en 

un volúmen de 27 mL. Las mediciones de absorbancia se realizaron cada hora y graficando al mismo 

tiempo para analizar la tendencia de la curva de crecimiento. Al alcanzar la tendencia estacionaria se indicó 

como tiempo 0 (T0). Se obtuvieron muestras en el inicio de la fase estacionaria indicado con las 
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anotaciones: T0, T2, T4 y T6, cada número representa la hora después del inicio de la fase estacionaria. El 

sobrenadante se filtró como se mencionó en el apartado 2.2.1. Las pruebas se hicieron por su réplica 

experimental.  

La determinación de la producción máxima se seleccionó con la comparación en la actividad 

antimicrobiana de los tiempos de muestreo en las pruebas de difusión de agar, así como el análisis de los 

mismos en geles de poliacrilamida.  

2.4 Prueba de inhibición y producción de AMPs 

Las pruebas de inhibición o también llamado difusión de agar por la formación de halo de inhibición en las 

placas de agar, se llevaron a cabo mediante el método modificado de Kirby-Bauer (Schoenknecht, 1973). 

Se realizaron en cajas Petri con medio BHI. Mediante una punta invertida de 1 mL de plástico se marcaron 

las circunferencias, donde se colocaron los sobrenadantes de las cepas, un control positivo Gibco™ 

Antibiótico-antimicótico y un control negativo con medio de producción sin bacteria. Se aplicaron 10 μl 

iniciales de los sobrenadantes y controles, esperando 30 minutos para su absorción, posteriormente se 

hizo la inoculación con las especies de S. haemolyticus y S. aureus en sus cajas respectivas, tomando una 

muestra con un hisopo de algodón de una caja petri de un crecimiento previó de las especies patógenas. 

Al finalizar se aplicaron otros 20 μl de cada sobrenadante sobre las circunferencias, un total de 30 µl por 

circunferencia. Una vez observada la absorción, se incubaron a 30o C durante 24 horas en una incubadora 

BOEKEL® Digital Incubator - 133730. Se evaluaron y midieron los diámetros de los halos de inhibición de 

los sobrenadantes de las cepas de Bacillus. La cepa con actividad fue seleccionada para para las técnicas 

de ultrafiltración mediante filtros de 10, 5 Y 3 KDa para obtener sus fracciones respectivas. Los filtrados se 

volvieron a probar mediante la misma técnica para la identificación del grupo activo en el cual se 

encuentran las moléculas con actividad inhibitoria con una reducción a 15 µl de fracciones. La obtención 

de la zona de inhibición (ZOI) fue en unidades de milímetros (mm). Las pruebas se realizaron por triplicado. 

2.5 Prueba de efectos de sales en medio de cultivo para la producción de AMPs 

El medio Schaeffer es el medio comúnmente usado para la producción de metabolitos secundarios de 

Bacillus (Oludemi et al., 2022). En el laboratorio de microbiología molecular se ha modificado para 

aumentar la producción de otros metabolitos de interés. Las sales presentes en el medio son KCL, MgSO4, 
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FeSO4, NaSO4, MnCl2. La evaluación de los efectos de su presencia en el medio de cultivo Schaeffer, fue 

mediante la reducción porcentual en la preparación de los medios. Los medios de cultivos utilizados 

fueron: Schaeffer con sales normal, reducción del 50%, reducción del 25% y sin sales. La cosecha y 

producción fue mediante la misma técnica descrita en el subtema 2.2.1. Se cosechó los sobrenadantes y 

fueron puestos a prueba contra los aislados de S. aureus y S. haemolyticus con la técnica mencionada en 

el punto 2. 4. Las pruebas se realizaron por triplicado.  

2.6 Prueba de efectos de oxigenación en cultivo para la producción de AMPs 

Se utilizó el medio Schaeffer normal sin modificaciones para la determinación de los efectos en la 

oxigenación del medio para el crecimiento de la cepa B2 de Bacillus. La inducción de oxigenación en el 

medio fue mediante agitación a una velocidad de 250 rpm de los matraces de cultivo. Se evaluaron 2 

grupos de volúmenes diferentes de medio de producción, 200 y 30 mL con medio Schaeffer. De los cuales 

dos subgrupos se llevaron a cabo, cosecha y curva de crecimiento. En el subgrupo cosecha únicamente se 

realizó la obtención del sobrenadante de las 12 horas postinoculación y curva de crecimiento en el cual se 

realizaron lecturas mediante espectrofotómetro cada hora a partir de la segunda hora hasta llegar a la 

hora 12 postinoculación para la obtención de sobrenadante. Los sobrenadantes fueron sometidos a 

pruebas de difusión de agar, posteriormente fraccionados para la obtención de la fracción >3 KDa y 

analizados mediante HPLC. Las evaluaciones fueron realizadas por triplicado.  

2.7  Obtención de fracciones de sobrenadante 

Las muestras de sobrenadante con mayor actividad se pasaron por filtros de celulosa Millipore-AmiconTM 

de 30, 10, 3 y >3 KDa de forma consecutiva (ultrafiltración) con la metodología del fabricante, mediante el 

uso una centrífuga (Eendorf® 5804-R). Las muestras filtradas de 3 y >3 KDa se volvieron a desafiar frente 

a los modelos patógenos en placas con medio BHI para confirmar su actividad con la misma técnica de la 

prueba de inhibición de sobrenadante. 
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2.8 Cuantificación de proteínas de fracciones de sobrenadante 

Mediante la prueba de cuantificación de proteína con el método de Bradford, se analizaron las muestras 

de todas las fracciones correspondientes, así como la precipitación de sobrenadante crudo mediante el 

método de ácido tricloroacético (TCA). Una curva de calibración fue realizada previamente usando como 

control albúmina sérica bovina (BSA) a una concentración de 2.5 µg/ml a 15 µg/ml con un valor de 

coeficiente de determinación (R2) de .998. Las muestras analizadas fueron: sobrenadante crudo sin 

fraccionar, fracción de 30 KDa, 10 KDa, 3 KDa y >3 KDa en una dilución 1:20 y ajustado al valor real en la 

gráfica de cuantificación de proteína. Las pruebas se hicieron por triplicado.  

Tabla 1. Nomenclatura de fracciones obtenidas 

Filtro y nomenclatura 
Rango de pesos moleculares en 

fracción (KDa) 

30 50-30 

10 30-10 

3 10-3 

>3 >3 

2.9 Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante  

Los pesos moleculares de las proteínas y péptidos de las fracciones provenientes del sobrenadante de la 

cepa seleccionada con actividad antimicrobiana, se analizaron mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE) de tipo desnaturalizante. El dodecilsulfato sódico (SDS) es un detergente 

aniónico que se acompleja por absorción inespecífica a las proteínas y péptidos permitiendo así el flujo de 

las proteínas sobre una corriente eléctrica (Brunelle and Green, 2014)).  

Los geles se diseñaron a un porcentaje de acrilamida al 15 % para la observación de proteínas menores a 

20 KDa, como lo mencionan Brunelle and Green, 2014). Se utilizó beta-mercaptoetanol como agente 

reductor de los enlaces disulfuro y permitir la desnaturalización de las proteínas y péptidos en las 

muestras. Los valores de reactivos para la preparación del gel concentrador y separador se mencionan en 

la siguiente tabla.  
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Tabla 2 Reactivos utilizados para el diseño de geles de acrilamida 

Reactivo Gel Separador (15 % acrilamida) Gel concentrador (4% acrilamida) 

30% Acrilamida:0.8% Bis-

acrilamida 

7.5 mL 0.65 mL 

4x Tris-Cl/SDS  

pH 8.5 - Gel separador  

pH 6.8 - Gel concentrador 

3.75 mL 1.25 mL 

H20dd estéril  3.75 mL 3.05 mL 

Persulfato de Amonio 10% 

(p/v) 

70 µl 40 µl 

TEMED 10 µl 8 µl 

 

El gel se corrió a 30 Volts (V) durante 1 hora hasta que las muestras alcanzaron el inicio del gel separador, 

posteriormente se mantuvieron durante 3 horas a 75 V. Se utilizó cómo marcador de peso molecular el 

producto Precision Plus Protein Dual Color Standards (BIORAD).  

Al finalizar el corrimiento del gel se realizó el revelado mediante tinción con nitrato de plata.  

2.10 Tinción de proteínas con nitrato de plata AgNO3  

Debido a las bajas concentraciones de las muestras obtenidas se seleccionó la tinción con nitrato de plata 

cuya sensibilidad permite la detección mínima de hasta 0.00025 µg de proteína en muestra (Chevallet 

et al., 2006). La detección de proteínas por tinción con plata es un método altamente sensible pero 

específico y selectivo para proteínas. Esto se debe a que la plata se une a las cadenas laterales o terminales 

químicas de los grupos amino, es decir, los grupos carboxilo y sulfhídrilo. Produce una imagen con fondo 

reducido y menos interferencia de espectrometría de masas (Chevallet et al., 2006).  

La metodología fue la siguiente. Se colocó el gel en una solución de ácido acético al 10% durante 20 

minutos. Posteriormente dos lavados con agua destilada. Una incubación en Tiosulfato de Sodio al 0.02% 

durante un minuto. Lavados con agua destilada. Inmediatamente se aplicó nitrato de plata al 0.1% durante 

20 minutos a 4°. El gel fue lavado con agua destilada. Una vez terminado los lavados se aplica carbonato 
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de sodio al 2 % activado con formaldehído al 37%. Se aplicó la solución en pequeños volúmenes hasta 

obtener la resolución deseada del gel. Al finalizar desechar la solución y aplicar solución de conservación 

de ácido acético al 5%.  

2.11 Ensayos de digestión por proteasas  

Se aplicaron las proteasas Tripsina (0.03 mg/ml) y proteínasa K (0.03 mg/ml) a un volumen de 200 µl de 

las fracciones de 3 KDa y >3 KDa para evaluar la estabilidad y actividad de las mismas. Posterior a la 

aplicación de las proteasas, se mantuvieron en incubación a 37° durante 3 horas y se realizó la prueba de 

inhibición mediante el método mencionado en el apartado 2.3. Se midieron y compararon los halos de 

inhibición (ZOI). La prueba se realizó por triplicado y el control fue el sobrenadante libre de proteasas 

incubadas a la misma temperatura.  

2.12  Cromatografía líquida de alta resolución de fase inversa (RP-HPLC).  

Debido a las características generales de los péptidos antimicrobianos, estos cuentan con regiones 

hidrofóbicas ocasionado por la presencia residuos de aminoácidos con estas características. Una de las 

técnicas más utilizadas para la purificación de AMPs es mediante cromatografía líquida de alto rendimiento 

de fase inversa (RP-HPLC). Utiliza como fase estacionaria una columna con características hidrofóbicas no 

polares, y una fase móvil con solventes de polaridad media a alta como Metanol, Etanol o Acetonitrilo.  

Las analizó la fracción >3 KDa que mostró actividad y que se asocian a pequeños péptidos antimicrobianos 

de clase II subtipo 3. La fracción se aplicó en un sistema RP-HPLC, utilizando una columna Agilent C8 (150 

mm×2.6 mm), equilibrada con Buffer A (H2O, que contiene 0.25 % TFA). 

 La adición de TFA se utiliza como agente de separación de iones en la cromatografía de fase inversa para 

mejorar la forma y la resolución de los picos. La elución se realizó gradiente de un paso de 50 a 80% de 

solución B (Acetonitrilo con 0.01 % de TFA) a un fujo de 0.250 ml/min−1. La absorción ultravioleta que se 

utilizó para la detección fue 280 y 214 nm.  
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2.13 Correlación inhibición-concentración 

Las lecturas proporcionadas por los las absorbancias en los análisis de HPLC permiten relacionar el área 

con la concentración. Sin embargo, las lecturas que más se han utilizado para la relación de inhibición y 

concentración son las reportadas por la cuantificación y los halos de inhibición (Dolashki et al., 2020). 

Los valores en milímetros de las pruebas de inhibición fueron multiplicados por los valores de 

cuantificación de proteínas (µg/mL): 

 

Correlación I-C = Inhibición (mm)*Concentración(µg/mL) 
 

2.14 Estadística  

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Los datos fueron analizados a través de un análisis 

de varianzas (ANOVA) a través del software Prism9 GraphPad. Los valores de P <0.05 fueron considerados 

significativos como lo indica la literatura. Los análisis comparativos fueron realizados mediante prueba 

Dunnet. Compara las medias de varios grupos experimentales con el medio de un grupo control para 

observar la diferencia. La prueba Dunner fue realizado después de ejecutar ANOVA para identificar los 

pares con diferencias significativas.   
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Capítulo 3.  Resultados 

3.1 Obtención de cepa de Bacillus con actividad inhibitoria contra especies 

patógenas del género Staphylococcus  

Los sobrenadantes obtenidos de las cepas de Bacillus B2, B3, B4 Y N24 fueron analizados mediante el 

método difusión de agar. Los sobrenadantes B3 y N24 no mostraron halo de inhibición contra los modelos 

patógenos. El sobrenadante de la cepa B4 mostró actividad únicamente contra la especie S. haemolyticus, 

sin embargo, no mostró actividad contra S. aureus. Los efectos en el crecimiento del patógeno provocado 

por la cepa B4 no son comparables con la cepa B2, cuya actividad se observa comparable con el control de 

antibiótico (Streptomicina 10000µg/ml; Penicilina 10000 µg/ml). Además, el sobrenadante B2 muestra 

actividad contra ambas especies con un valor ZOI (Zone of inhibition) promedio de 23 mm para S. aureus 

y 27 mm para S. haemolyticus (Figura 9). Las características de compuestos antimicrobianos producidos 

por Bacillus de las cepas evaluadas, muestran especificidad contra patógenos y particularmente contra 

especies del mismo género bacteriano.  

 

Figura 9. Actividad de sobrenadante de cepas de Bacillus B2, B3, B4 y N24 contra S. haemolyticucus (A) y S. 
aureus (B). Control positivo (+): Gibco™ Antibiótico-antimicótico. 
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3.2 Evaluación de las fracciones de sobrenadante contra S. aureus 

Las evaluaciones de las cepas de Bacillus permitieron identificar a la cepa B2 como mejor candidato a las 

siguientes pruebas, debido a su acción inhibitoria contra ambos modelos patógenos. Las siguientes 

pruebas de fraccionamiento fueron utilizando el sobrenadante de la cepa B2. Las fracciones fueron 

evaluadas y puestas a prueba de nuevo contra de S. aureus y S. haemolyticus. Todas las fracciones 

mostraron actividad inhibitoria del patógeno (Figura 10). Es importante mencionar que las fracciones 

agrupan moléculas respecto a sus filtrados, por ejemplo, la fracción de 10 KDa corresponde a moléculas 

que agrupan de 10 KDa a 30 KDa (Veáse Tabla 2).  

Las pruebas de inhibición de las fracciones fueron comparadas con el control positivo Gibco™ Antibiótico-

antimicótico; Streptomicina 10000µg/ml; Penicilina 10000 µg/ml y el control negativo compuesto por 

medio de crecimiento Schaeffer. La especie S. haemolyticus muestra una mayor sensibilidad a las 

fracciones que S. aureus. El control negativo no evidenció actividad inhibitoria, por lo que se descarta que 

la actividad sea debido a las características del medio de crecimiento de la bacteria y que la actividad es 

debido a la producción de biomoléculas activas de la cepa B2.  

 

Figura 10. Actividad de fracciones 30, 10, 3 y >3 KDa de Bacillus B2 contra S. haemolyticcus (A) y S. aureus (B). 
Control +: Gibco™ Antibiótico-antimicótico: Streptomicina 10000µg/ml; Penicilina 10000 µg/ml, Control 
negativo (M): medio de producción sin bacteria. Fracciones 30, 10, 3 y >3 KDa. 
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3.3 Efecto de la oxigenación en el medio de cultivo.  

La inducción de oxígeno en el medio de producción de AMPs son evaluaciones poco caracterizadas en la 

literatura. Sin embargo, debido al nicho ecológico de la cepa de Bacillus, es posible que el efecto del 

oxígeno pueda estimular o reprimir la producción de ciertos metabolitos de interés. En los siguientes 

resultados se evidencia que los cultivos con volúmenes de 30 mL producen una mayor cantidad de AMPs 

observándose un halo de inhibición mayor (Figura 11). Dentro de los cultivos del subgrupo, los que no 

fueron manipulados durante el crecimiento (cosecha) tuvieron un mayor efecto inhibitorio contra ambos 

modelos patógenos comprado con aquellos que fueron muestreados durante el crecimiento de la cepa B2 

(curva). La diferencia de volúmenes y tamaño de matraces tiene una estrecha relación con la capacidad de 

flujo de oxigenación en el medio, a esto se le ha denominado Velocidad de transmisión de oxígeno o 

Oxygen Transfer Rate (OTR) por sus siglas en inglés, siendo los matraces de diámetro de gran tamaño, los 

que tienen una mayor presencia de moléculas de oxígeno debido al área que tiene el líquido para 

distribuirse en el matraz y por consiguiente, un aumento en la presencia de oxígeno. Los resultados 

muestran una posible estimulación en la producción de AMPs en volúmenes de 30 mL en un flujo de 

oxígeno reducido y una represión en la producción en matraces con volúmenes mayores con un flujo de 

oxígeno elevado (Figura 11: análisis comparativo de subgrupos*).  

 

Figura 11. Efecto de la oxigenación en el medio de producción del cultivo de la cepa B2 de Bacillus.. 
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3.4 Cuantificación de proteínas de las fracciones de sobrenadante 

Mediante la prueba de cuantificación de proteína con el método de Bradford, se analizaron las fracciones 

obtenidas del sobrenadante de la cepa B2. Se incluyó también la cuantificación de precipitación de 

proteínas con el método de ácido tricloroacético (TCA). Las evaluaciones corresponden a la cuantificación 

de 1 mL de muestra de sobrenadante. El reactivo de Bradford permite la interacción del agente 

Coomassie® Azul brillante G 250 con los aminoácidos arginina, histidina y lisina en una interacción no 

covalente. La intensidad del cambio de color de café a azul es proporcional a las proteínas o péptidos en 

la muestra. Las evaluaciones fueron analizadas con una curva de estandarización de albúmina sérica 

bovina (BSA). La muestra de precipitación TCA tiene una concentración de proteínas 115.95 µg/ml. Esta 

muestra incluye todas las proteínas en 1 mL de sobrenadante B2 filtrado únicamente a 50 KDa. La 

concentración de las fracciones disminuye conforme al procesamiento de ultrafiltrados. Sin embargo, las 

fracciones de 3 y menores de 3 KDa muestran una concentración promedio de 14.24 y 7.2 µg/ml 

respectivamente. Ambas fracciones han mostrado actividad en las pruebas de inhibición de placa. Existen 

presencia de péptidos en la fracción menor de 3 KDa con base en los datos de cuantificación obtenidos 

(Figura 12).  

Es importante mencionar que los siguientes experimentos se realizaron utilizando las fracciones 3 y >3 

KDa, debido al objetivo de identificar péptidos de la clase II subtipo 3 de pequeño peso molecular. Los 

valores de concentración de las fracciones reflejan una alta actividad de las moléculas con actividad 

inhibitoria comparado con la concentración del antibiótico (Streptomicina 10000µg/ml; Penicilina 10000 

µg/ml) cuya concentración es mayor para tener una actividad observable.  

3.5 Evaluación de sales en medio de cultivo 

La evaluación de presencia sales en el medio de crecimiento Schaeffer permitió identificar el medio 

adecuado para la mayor producción de péptidos antimicrobianos de Bacillus B2, además de probar la 

estabilidad de los péptidos con sales presentes en el medio de cultivo, algunos artículos han relacionado 

una reducción en su actividad debido a la presencia de sales (Kandasamy y Larson, 2006; Xian et al., 2022). 

La actividad antimicrobiana se presenta en todos los sobrenadantes contra S. aureus y S. haemolyticus, lo 

que demuestra una tolerancia a sales por parte de los compuestos producidos por la cepa B2. La presencia 

de sales en el medio de cultivo estimula la producción de péptidos por parte de la cepa B2 (Schaeffer 

normal), la reducción al 50 y 25 % de sales tiene una tendencia de reducción en la zona de inhibición. Halos 
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de inhibición promedio de 25 mm son observados en Schaeffer normal, mientras que en Schaeffer sin sales 

un promedio de 15 mm La ausencia de sales muestra una reducción significativa comparada contra el 

medio con sales del medio normal desarrollada en el laboratorio de microbiología molecular (Figura 13). 

El patrón de reducción del diámetro de inhibición tiene una tendencia similar a la reducción de sales en 

los diferentes medios de cultivos evaluados.  
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Figura 12. Concentración de proteínas en fracciones 50, 30, 10, 3 y >3 KDa de sobrenadante cepa B2. 

Figura 13. Efecto de sales en medio de crecimiento bacteriano en la producción de AMPs. Significancia * 
determinada por prueba de comparación estadística Dunnet.  
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3.6 Digestión de fracciones por proteasas  

Algunos AMPs producidos por cepas de Bacillus tienen una alta resistencia a digestión por proteasas. 

Debido a esto se realizó la prueba de digestión para analizar la estabilidad de las fracciones menores 

(Choyam et al., 2021). Se realizó la aplicación de tripsina y proteinasa K a una concentración de 0.03 µg/ml. 

Las muestras digeridas mostraron una reducción mínima en la actividad inhibitoria en una incubación de 

3 horas con las proteasas. Sin embargo, no hay una reducción significativa en la inhibición de S. aureus y 

S. haemolyticus (Figura 14). Los resultados de los péptidos de bajo peso molecular producidos por la cepa 

B2 de Bacillus muestran actividad inhibitoria contra S. aureus y S. haemolyticus a pesar de la presencia de 

las dos proteasas, además, la incubación a una temperatura de 37° no redujo la actividad de las fracciones 

por lo que existe una termoestabilidad, similar a la observada en la temperatura corporal humana.  
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Figura 14. Efecto de proteasas tripsina y proteinasa K en fracciones de 10-3 KDa y >3 KDa contra S. 
haemolyticcus y S. aureus.    
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3.7 Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).  

Las muestras de fracciones filtradas a 50, 30, 10, 3 y >3 KDa fueron evaluadas en un gel de poliacrilamida 

al 15% para observar las proteínas y péptidos en las muestras. Las bandas observadas en las muestras 

permiten distinguir la mezcla compleja de proteínas producidas por la cepa B2 de Bacillus. De igual manera 

bandas menores de 10 KDa se evidencian comparando con el marcador de peso molecular de menor peso.  

Se utilizaron filtros AMICON® de mayor volumen de procesamiento; 15 ml; esto permite el 

fraccionamiento de mayores cantidades de muestra, los MWCO son de 50, 30 y 5 KDa. La fracción obtenida 

de 5 KDa fue fraccionada nuevamente mediante AMICON de 2 mL de procesamiento de MWCO de 3 KDa. 

Las fracciones obtenidas fueron entonces fracciones que corresponden de 50-30 KDa, 30-5 KDa, 5-3 KDa, 

>3 KDa (Figura 15). La fracción >3 fue evaluada con prueba de difusión de agar para verificar la actividad 

antimicrobiana contra SA y SH. De igual forma se realizó la cuantificación de las fracciones obtenidas con 

los filtros AMICON® de 15 ml. Los valores de cuantificación tienen una tendencia similar a las obtenidas en 

las fracciones previas con los filtros AMICON® de 2 ml.  

 

Figura 15. Gel de poliacrilamida 15 % (SDS-PAGE) fracciones del sobrenadante cepa B2. Carril 1: marcador de 
peso molecular (KDa), carril 2: control negativo, carriles 3-4: fracción 50-30 KDa, carriles 5-6: fracciones 30-5 
KDa, carriles 7-8: fracción 5-3 KDa, carriles 9-10: fracción >3 KDa. 
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La fracción que corresponde de 30-5 KDa se observan dos bandas tenues, que de igual forma están por 

debajo del último marcador de peso molecular (Figura 14, carril 5:6). La presencia de esta banda se puede 

observar de forma muy tenue en los otros carriles que corresponden a pequeños péptidos presentes en 

las muestras. Sin embargo, no se pudieron visualizar bandas claras en las fracciones >3 KDa. Posiblemente 

por corrimiento o salida de la muestra del gel ocasionada por péptidos de un peso molecular menor que 

azul de bromofenol (.668 KDa). Para verificar la presencia de péptidos de la fracción se realizaron 

posteriormente el análisis mediante Cromatografía Líquida de Alta Resolución de fase reversa (RP-HPLC). 

 

Figura 16. A) Curva de crecimiento y tiempo de muestreo (marcas rojas) de Bacillus B2. B) Actividad inhibitoria 
de tiempos de muestreo contra S. aureus y S. haemolyticcus 
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3.8 Curva de crecimiento de cepa Bacillus B2 y determinación de producción 

máxima de AMPs.  

Para conocer los tiempos de producción máxima de las moléculas con actividad inhibitoria, se desarrolló 

la curva de crecimiento de la cepa B2. Alcanzando una absorbancia máxima de 2.2. La curva mantiene la 

tendencia teórica de una curva bacteriana de crecimiento, el patrón de la réplica siguió el mismo 

comportamiento. Los experimentos fueron realizados por su réplica experimental y fueron obtenidas 4 

muestras para su análisis y determinación al inicio de la fase estacionaria (Figura 16: marcas rojas).  

Las muestras de los sobrenadantes obtenidos indicaron que la producción máxima de los AMPs es cercana 

al inicio de la fase estacionaria. La muestra T2 tiene un aumento en la actividad en las pruebas de difusión 

de agar, las pruebas fueron realizadas por triplicado. Esta actividad de la muestra T2 se presenta en S. 

aureus y S. haemolyticus (Figura 15B). 

3.9 HPLC Fase inversa (RP-HPLC) 

Debido a que el objetivo del estudio es la obtención de péptidos antimicrobianos de la clase 2 subtipo 3, 

menores a 3 KDa. Se realizaron análisis de cromatografía líquida de alta resolución fase reversa (RP-HPLC) 

con las fracciones menores de 3 KDa con actividad antimicrobiana. Los análisis fueron desarrollados 

mediante el empleo de una columna C8. Aunque se realizaron diversas modificaciones en los protocolos 

usando metodologías utilizadas para péptidos antimicrobianos, fue imposible la separación de los picos 

observados en el patrón de la muestra la fracción analizada. La separación de los picos permite el análisis 

individual de los picos en los tiempos de retención, para su posterior recolección y prueba de difusión de 

agar. Sin embargo, al evaluar diferentes gradientes de porcentaje de solvente B (Acetonitrilo) los picos no 

se lograron separar. 

Debido a las limitaciones técnicas para el empleo de columnas que permitieran una mayor resolución de 

péptidos menores de 3 KDa, como columnas C18 como lo indica la literatura. Los siguientes resultados 

fueron la obtención de firmas de cromatogramas obtenidos de la fracción >3 KDa con actividad. Se 

observaron 4 picos en la fracción, de los cuales, existe un pico mayor, y 3 picos coeluidos. Los tiempos de 

retención para el pico mayor oscila en promedia en 7.30-7.50 minutos a un flujo de .250 en un gradiente 

de 50-90% de ACN.  
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El área bajo la curva representa un valor teórico con respecto a la absorbancia y el tiempo de retención de 

las moléculas. Los valores obtenidos del pico mayor fueron analizados y comparados con las fracciones >3 

KDa provenientes de los experimentos de efectos de oxigenación y tiempos de muestreo en la curva de 

crecimiento de la cepa B2 de Bacillus (Figura 18). Los resultados fueron comparados y correlacionados con 

dos experimentos, prueba de difusión de agar (Figura 16B), y cuantificación de proteínas.  

Los datos obtenidos indican un aumento significativo en la producción de AMPs en la T2, siendo la muestra 

que obtuvo un mayor halo de inhibición y una mayor cantidad de proteínas en los experimentos 

mencionados (Figura 18 A,B). Posteriormente hay una reducción en su presencia conforme avance el 

tiempo, siendo la T6 la muestra que mostró una tendencia a reducción según lo indica la gráfica lineal.  

Se obtuvieron las lecturas del valor de área bajo la curva para comparar con los resultados de 

cuantificación de proteínas mediante el método de Bradford. Las fracciones >3 KDa obtenidas del 

experimento de efecto de oxígeno mostraron una relación respecto a la concentración en µg/ml con los 

valores de absorbancia mAU*s. Como se mencionó previamente, los cultivos realizados en volúmenes 

menores 30 mL existe una menor velocidad de transferencia de oxígeno (OTR) y tienen una mayor 

concentración de péptidos asociados a sus halos de inhibición observados. Los valores de concentración 

Figura 17. Cromatograma de fracción >3 KDa de Bacillus B2. 
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en cultivo de volúmenes de 30 mL están en valores de 7.2-7 µg/ml en promedio, mientras que los cultivos 

en volúmenes de 200 mL van de 6.5-5. µg/ml. El área bajo la curva de los cultivos de 30 mL, oscila en los 

valores de 75 000 mAU*s, y los volúmenes de 200 en los 6900 mAU*s (Figura 18 C,D). 

De igual manera hay un aumento en la concentración en aquellos matraces que no fueron manipulados 

previo a la cosecha del sobrenadante (subgrupo cosecha). Los matraces de curva de crecimiento muestran 

una reducción en la concentración de péptidos, aproximadamente 1 µg/ml de diferencia con los matraces 

de cosecha para los volúmenes de 200 ml. Y .5 µg/ml de diferencia entre los matraces de volumen de 30 

mL entre los subgrupos cosecha vs curva de crecimiento.  

 

B A 

 

C 

 

Figura 18. Análisis comparativo de efectos de oxígeno y tiempos de muestreo en la producción de AMPs de la 
fracción >3 KDa. A) Cuantificación de proteínas mediante método Bradford de cultivos de evaluación de efectos de 
oxígeno B) Área bajo la curva del pico mayor de los cultivos de evaluación de efectos de oxígeno obtenido mediante 
HPLC. C) Cuantificación de proteínas de tiempos de muestreo de curva de crecimiento. D) Área bajo la curva de 
muestras de tiempos de muestreo. 
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3.10 Correlación concentración-inhibición 

Las lecturas proporcionadas por las absorbancias en los análisis de HPLC permiten relacionar el área con 

la concentración. Sin embargo, las lecturas que más se han utilizado para la relación de inhibición y 

concentración son las reportadas por la cuantificación y los halos de inhibición (Dolashki et al., 2020). Los 

resultados tienen el mismo patrón que los experimentos anteriores. La fracción >3 KDa de la cepa B2 de 

Bacillus tiene una mayor producción en la muestra T2, dos horas despúes del inicio de la fase estacionaria, 

y gradualmente se presenta una reducción en su actividad contra ambas especies patógenas utilizadas 

(Figura 19A). Los cultivos en volúmenes de 30 mL tienen una mayor producción de péptidos 

antimicrobianos que los volumenes de 200, posiblemente relacionado al flujo de oxígeno presente en los 

medios de cultivo. Los cultivos que no son interrumpidos (cosecha) tienen una mayor producción de 

péptidos mostrados en su actividad inhibitoria en las pruebas de difusión (Figura 19B). .  
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Capítulo 4.  Discusión  

La dinámica ecológica de microorganismos como levaduras y bacterias se ve reflejado en sus mecanismos 

de adaptación que a lo largo del tiempo han desarrollado durante su evolución(L. J. Zhang y Gallo, 2016). 

Desde su capacidad para sobrevivir a ambientes extremos o colonizar distintos tipos de ambientes, como 

suelos, mantos acuíferos o tejidos de otros organismos superiores. La producción de biomoléculas que 

eliminen o impidan el crecimiento de otros microrganismos es una de las capacidades que diversas 

bacterias han mostrado, la cual se ha asociado principalmente con la producción de AMPs (Huan et al., 

2020; Simons et al., 2020).  

Las cepas evaluadas comprenden a aislados provenientes de muestras ambientales, todas ellas 

identificadas como Bacillus subtilis (Leonel Ochoa-Solano y Olmos-Soto, 2006). Las pruebas de difusión de 

agar sugieren a la cepa B2 y B4 como ¿microorganismos con la capacidad de producir compuestos 

antimicrobianos? Sin embargo, la cepa B2, únicamente, tiene actividad contra S. aureus y S. haemolyticus, 

mientras que la cepa B4, únicamente contra S. haemolyticus. Diferentes cepas de Bacillus han mostrado 

una enorme variedad de AMPs que están relacionados con sus nichos ecológicos (L. J. Zhang y Gallo, 2016). 

Los AMPs tienen características particulares, incluyendo una alta especificidad contra especies que 

pertenezcan inclusive al mismo género como Staphylococcus (Haney et al., 2017; Mercer et al., 2020). La 

mayoría de los AMP producidos por Bacillus son de tipo anfipáticos con carácter catiónicos e hidrofóbicos 

(regiones polares y no polares) provocado por residuos con carga positiva, tales como histidina, arginina y 

lisina y con regiones hidrofóbicas debido a la presencia de residuos de alanina, valina, leucina o prolina 

(Abriouel et al., 2011). Alrededor del 50% de los aminoácidos que constituyen a los AMPs son hidrofóbicos 

(Nakano y Zuber, 1990). La carga positiva de los residuos permite la interacción con las cargas negativas 

que tienen la mayoría de los microorganismos en su membrana celular. Las regiones hidrofóbicas por su 

parte, interactúan con la doble membrana, provocando así la inserción por mecanismos de interacciones 

hidrofóbicas (Mercado y Olmos, 2022). Aunque es un patrón asociado a los péptidos, la especificidad es 

ocasionada por el plegamiento local asociado a las secuencias de los AMPs (Huan et al., 2020). El 

mecanismo de acción no solo se reduce a la generación de poros en la membrana celular, sino también a 

la inhibición de rutas metabólicas, como la inhibición en la síntesis de la pared celular de algunas células 

(Kumar et al., 2018).  

Como se mencionó, la producción de los AMPs tiene una función relevante que a lo largo de la evolución 

ha permitido la defensa y competencia de nutrientes de los microorganismos productores, contra otros 
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que pudieran aprovechar las fuentes de carbono (L. J. Zhang y Gallo, 2016). Las limitaciones nutricionales, 

así como factores físicos como el pH, la oxigenación y temperatura, estimulan procesos de Quorum sensing 

que es el mecanismo de la regulación de la expresión génica de microrganismos en respuesta a las 

fluctuaciones en la densidad de población celular (Kaspar et al., 2019). Estas limitaciones se ven reflejadas 

en la producción de diversos metabolitos de interés, principalmente aquellos que permitan la 

supervivencia de las bacterias, por ejemplo, en la síntesis de AMPs (Turovskiy et al., 2007). Se ha descrito 

en bacterias ácido lácticas (LAB) que la producción de bacteriocina es controlada una manera dependiente 

de la densidad celular, utilizando una feromona peptídica secretada para la detección de Quórum en 

medios de cultivo restrictivos nutricionalmente (Eijsink et al., 2002). 

Solo algunos reportes han utilizado medio de esporulación o también llamado medio Schaeffer para 

bacterias del género Bacillus. El medio empleado en la presente investigación tiene como base de fuente 

de carbono nutrient broth pero con la adición de otras sales como KCL, MgSO4, FeSO4, NaSO4, MnCl2 (Olmos 

et al., 2020; Olmos y Paniagua-Michel, 2014). Este medio fue desarrollado para la producción de esporas 

de Bacillus pero también se ha observado como un medio eficaz en la producción de AMPs (Olmos et al., 

2020; Olmos y Paniagua-Michel, 2014). Al ser la esporulación un mecanismo de resistencia a limitaciones 

nutricionales y factores físicos limitantes, el medio induce también la producción de metabolitos 

secundarios, por ejemplo, AMPs como mecanismo de defensa y adaptación por parte de las bacterias (J. 

Zhang et al., 2022). Poco se ha descrito sobre los efectos del medio de cultivo y factores ambientales que 

influyen en la producción de AMPs por parte de las bacterias, lo cual está estrechamente relacionado con 

la densidad celular (Mercado y Olmos, 2022). La selección del medio de cultivo permite la producción de 

diferentes metabolitos de interés. Para la producción de AMPs principalmente se ha usado medios de 

cultivo con fuentes de carbono alternativas a glucosa, siento usado mayormente el medio de cultivo a base 

de nutrient broth, cuya fuente de carbono es provista de proteínas provenientes de extracto de carne, 

extracto de levadura, peptona y la sal cloruro de sodio. Al no ser glucosa la principal fuente de carbono en 

aquel medio, estos son comúnmente restrictivos desde una perspectiva nutricional, lo cual estimula la 

esporulación y producción de metabolitos secundarios (Muhammad et al., 2015). Se han desarrollado 

modificaciones, como adición de sales inorgánicas o adición, reducción o ausencia de otras fuentes de 

carbono (Muhammad et al., 2015). Algunos autores han desarrollado medios exclusivos para el 

crecimiento de ciertas bacterias, como el medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS) cuyas características 

permiten el crecimiento selectivo de bacterias del género Lactobacillus y, además, aumento en la 

producción de AMPs (Modiri et al., 2021). Otros medios como medio de soya tripticasa, medio Mueller 

Hinton Broth (M-H Broth) o inclusive medios de cultivo de células mamíferas como el medio Roswell Park 
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Memorial Institute (RPMI) han mostrado una alta estabilidad de AMPs contra bacterias como S. aureus y 

P. aeruginosa (Mercer et al., 2020; Schwab et al., 1999).  

En la presente investigación evidenciamos que el medio Schaeffer normal, con presencia de sales, presenta 

una mayor producción de AMPs (Figura 13), la reducción de sales reduce significativamente la producción 

de AMPs, esta observación está relacionada con la estimulación de la esporulación debido a la presencia 

de las sales presentes en el medio de cultivo. Algunos autores han descrito la importancia de las sales 

inorgánicas en la formación de esporas. La adición de sales inorgánicas al medio, como altas 

concentraciones de Na+, Mg2+, K+ y Ca2+, estimulan la formación de esporas de Bacillus subtilis (Hageman 

et al., 1984). La adición de MgSO4 ha mostrado ser la sal inorgánica que tiene un efecto mayor en la 

densidad total de colonias y esporas. Esto puede estar relacionado con el hecho de que Mg2+ puede 

estabilizar el complejo de ribosomas, que puede cambiar la sensibilidad de las bacterias a las limitaciones 

nutricionales mediante mecanismos aún no caracterizados (Nierhaus, 2014; Tian et al., 2022). 

Las evaluaciones de los efectos de sales en el medio de cultivo Schaeffer (Figura 13) mostraron que, 

además de ser un medio efectivo en la estimulación de la producción de AMPs, también presentan 

tolerancia a sales, que se refleja en la estabilidad del sobrenadante producido por la cepa B2. Se ha 

relacionado también los efectos de sales; específicamente de iones de tipo cationes (carga positiva), 

influyen en la estabilidad y acción de AMPs (Kandasamy y Larson, 2006). La presencia de algunos cationes 

monovalentes como Na+/K+ y divalentes como Ca2+/Mg2+ a concentraciones superiores de 500 mM, inhiben 

la acción del péptido tanatina proveniente del insecto hemíptero Podisus maculiventris contra E. coli (Wu 

et al., 2008). La interacción del péptido y la membrana bacteriana es un paso crítico para la acción de 

AMPs, la presencia de cationes puede evitar que los péptidos interactúen con la membrana y, 

posteriormente, impedir la capacidad de los péptidos para matar bacterias(Kandasamy y Larson, 2006). 

Estudios de simulación informática han mostrado también que, en concentraciones altas de sal, existe una 

reducción del área de la región polar de los fosfolípidos, lo que conduce a un empaquetamiento más 

estrecho de los lípidos presentes en la membrana celular, este fenómeno provoca en una reducción en la 

capacidad de los AMPs en la interacción con la membrana y realizar su acción antimicrobiana (Łoboda 

et al., 2018).  

Aunque en el presente estudio no se llevó a cabo la secuenciación del péptido que muestra actividad 

contra ambas cepas patógenas, es posible que la presencia de histidinas o aminoácidos relacionados en la 

tolerancia salina estén presentes en la secuencia de los péptidos producidos por la cepa B2. Se ha 

relacionado que residuos de histidinas juegan un rol relevante en la tolerancia de AMPs en condiciones de 



45 

altas concentraciones de sales. Las histidinas pueden formar enlaces de hidrógeno con un fosfato; 

presente en la bicapa lipídica y coordinarse simultáneamente con un metal para neutralizar la carga de 

fosfato, lo que facilita los enlaces a los grupos de cabeza de lípidos para generar una curvatura de silla de 

montar, un requisito previo para la formación de poro (Xian et al., 2022).  

Los cultivos realizados a volumen de 30 mL de medio de cultivo, mostraron un aumento significativo de 

los halos de inhibición contra los modelos patógenos comparado contra los sobrenadantes de los matraces 

con 200 ml de medio de cultivo, siento este grupo en el que hay una mayor presencia de oxígeno. Esto es 

ocasionado por al área que tiene el medio de cultivo líquido para deslizarse en el matraz de mayor tamaño, 

por lo que las interacciones entre moléculas de oxígeno del aire y el medio aumenta la capacidad de 

transferencia de oxígeno (OTR), de forma inversa, en áreas menores hay menor transferencia de oxígeno 

en el medio (Figura 11)(Meier et al., 2016). Los subgrupos de cosecha y curva mostraron diferencias en la 

misma prueba, siendo los sobrenadantes del subgrupo cosecha los que tuvieron mayor actividad. Hay muy 

poca literatura acerca de los efectos del oxígeno en la producción de AMPs. Algunas investigaciones 

únicamente han relacionado mecanismos de regulación de la expresión génica de especies bacterianas del 

género Bacillus dependientes de oxígeno(Ramos et al., 2000). Reents y colaboradores (2006) encontraron 

un regulador transcripcional llamado Fnr en Bacillus subtilis requerida para la adaptación metabólica en 

baja presencia de oxígeno. Es posible que algunos mecanismos moleculares de regulación transcripcional 

en la producción de AMPs sean dependientes de oxígeno, sin embargo, no existe literatura que vincule a 

nivel molecular la regulación por oxígeno en la producción de AMPs, con este experimento se observa una 

relación entre los volúmenes-tipos de manejo de los medios de producción y la presencia de oxígeno como 

supresor en la producción de AMPs de la cepa B2.  

La fracción 3-5 KDa y >3 Kda no redujeron significativamente su actividad al incubarse con proteasas 

tripsina y proteínasa k a una concentración de 0.03 mg/ml (Figura 14). Las proteasas celulares, como la 

tripsina, proteínasa k, pepsina entre otras, pueden conducir a la degradación e inactivación de los péptidos 

antimicrobianos (Y. Li et al., 2019). Estas proteasas son una de las barreras que impiden la aplicación clínica 

de péptidos antimicrobianos. Algunos péptidos antimicrobianos han mostrado resistencia a proteasas 

celulares a concentraciones de 0.1 mg/mL. (Zhong et al., 2019). Es relevante mencionar que la tripsina 

escinde los péptidos en el lado C-terminal de los residuos de aminoácidos de lisina y arginina, salvo cuando 

hay una prolina en?. La proteinasa K escinde los enlaces peptídicos junto al terminal carboxilo de los 

aminoácidos aromáticos, los aminoácidos hidrófobos y los aminoácidos sulfúricos, dentro de la cadena 

polipeptídica (Lough et al., 1985). La resistencia a proteasas celulares se ha relacionado en la presencia de 

modificaciones en la cadena peptídica. Algunas de estas modificaciones incluyen N-acetilación, C-
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amidación, ciclación, sustitución de aminoácidos no naturales o análogos de aminoácidos, PEGilación, 

lipopéptidos y peptidomiméticos (Shao et al., 2019). Sin embargo, los péptidos ciclados de la columna 

vertebral, que se forman por un enlace disulfuro a través de dos cisteínas o el enlace amida entre el residuo 

C-terminal y el residuo N-terminal, aumentan la resistencia de AMPs contra algunas enzimas proteolíticas 

(Ong et al., 2014). La ciclación entra en la categoría de pequeñas modificaciones de la clase II de la 

clasificación de AMPs y muy presente en los péptidos producidos por especies de Bacillus (Kaspar et al., 

2019). Aunque la secuencia de los péptidos observados en las fracciones menores no pudo ser obtenidas, 

la evaluación a concentraciones mayores de 10 mg/ml, como lo realizado por Wang y colaboradores (2019) 

podría mostrar una inhibición de nuestras fracciones para corroborar la resistencia a proteasas a altas 

concentraciones.  

La determinación de curva de crecimiento de la cepa B2, permitió observar la cinética de crecimiento de 

la bacteria en el medio de cultivo Schaeffer y determinar el tiempo de producción máxima de los péptidos 

de bajo peso molecular. Los resultados mostraron que hay una mayor producción a inicio de la fase 

estacionaria, siendo la muestra T2 que mostró mayor actividad en las pruebas de difusión de agar, 

cuantificación de proteínas y área bajo la curva en las pruebas de RP-HPLC. En casi todos los casos, la 

producción de bacteriocinas depende del crecimiento y, por lo general, comienza durante la mitad de la 

fase logarítmica y alcanza su punto máximo en la transición entre las fases logarítmica y estacionaria 

(Willey y van der Donk, 2007). Liu y colaboradores (2015) determinaron el tiempo de producción máxima 

del péptido BacEMD4 (3.5 KDa) durante el inicio de la fase estacionaria producida por la cepa EMD4 de 

Bacillus subtilis, proveniente de muestra de salsa de soja. La cepa SLYY-3 de Bacillus subtilis proveniente 

de sedimentos de la bahía de Jiaozhou, Qingdao, China, produce el péptido BLIS (66 KDa) durante toda la 

fase estacionaria, sin embargo, su mayor actividad contra bacterias Gram-positivas se sitúa a inicios de la 

fase estacionaria, 12 horas posterior al inicio de la curva de crecimiento (J. Li et al., 2014). Kindoli y 

colaboradores (2012) determinaron que la producción máxima del péptido antimicrobiano BacH7 (4.9 

KDa) producido por Bacillus subtilis H27 con actividad contra Listeria monocytogenes, se sitúa a finales de 

la fase estacionaria (52 horas post inoculación de curva de crecimiento) en el medio de infusión corazón-

cerebro, sin embargo, cuando evaluaron el medio luria-broth, la producción máxima fue durante el inicio 

de la fase estacionaria (24 horas post inoculación). La selección de medio de cultivo influye en la 

producción de péptidos antimicrobianos (Mercado y Olmos, 2022)  

Los análisis de RP-HPLC de la fracción >3 KDa mostraron la presencia de 4 péptidos en las muestras 

provenientes del sobrenadante de la cepa B2 (Figura 18). La especie Bacillus subtilis tiene una notable 

capacidad de adaptación a diferentes ambientes, puede estar presente en muestras de suelo, mantos 
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acuíferos como ríos, lagunas o inclusivo en muestras marinas (Olmos et al., 2020; Olmos y Paniagua-

Michel, 2014). Esta adaptación que a lo largo de la evolución ha desarrollado, se refleja también en la 

familia de metabolitos secundarios que produce para su capacidad de resistencia y competencia contra 

otros microorganismos (Mercado y Olmos, 2022). Algunos péptidos de bajo peso molecular (.2- 5 KDa) con 

actividad antimicrobiana han sido aislados de cepas de Bacillus. Un péptido de clase II (1.4 KDa) producido 

por Bacillus paralicheniformis y proveniente de muestras de alimento fermentado tradicional indio, 

mostró termoestabilidad (4,0–125 °C), tolerancia al pH (pH 2,0–9,0) y resistencia a enzimas fisiológicas 

(tripsina, quimotripsina, pepsina, proteinasa K, proteasa y catalasa) así a las sales metálicas que no inhiben 

la actividad contra Salmonella typhi y Listeria monocytogenes (Choyam et al., 2021). Varias cepas de B. 

subtilis producen AMPs con actividad contra otros organismos como hongos y también bacterias Gram-

positivas, por ejemplo, la iturina, bacilomicina y la fengicina. Estos lipopéptidos anfipáticos tienen una 

masa molecular que oscila entre 1 028 y 2 000 Daltons, y son sintetizados por grandes complejos 

multienzimáticos con dominios catalíticos dispuestos modularmente(Schallmey et al., 2004; Sumi et al., 

2015). La bacilina, un dipéptido que contiene l-alanina de un peso de .270 KDa, es uno de los antibióticos 

peptídicos más simples y es producido por la cepa B. subtilis Marburg 168 (Nakano y Zuber, 1990). Algunos 

péptidos antimicrobianos pertenecientes a la familia de las surfactinas también han demostrado su 

potencial como agente antitumoral, antiviral, antibacteriano e hipocolesterolémico, siendo otro campo de 

investigación prometedor para la aplicación clínica de los AMPs (Schallmey et al., 2004). 

Muchas de las características de los péptidos identificados de la fracción >3 KDa de la cepa B2 se 

comparten con otros péptidos purificados de otras cepas de Bacillus. En este sentido, es relevante 

mencionar la diversidad de AMPs que diferentes cepas de Bacillus pueden producir, reflejándose en la 

acción contra diversos patógenos. Es por ello la importancia en la evaluación de los péptidos 

antimicrobianos identificados con otras especies patógenas de relevancia clínica.  
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Capítulo 5.  Conclusiones 

En el presente proyecto de investigación se analizaron diversas cepas de Bacillus provenientes de muestras 

ambientales. De las cuatro cepas evaluadas, la cepa B2 mostró actividad contra las especies patógenas de 

aislados clínicos identificadas como de S. aureus y S.haemolyticus. La determinación del medio de cultivo 

adecuado para la producción de AMPs fue el medio Schaeffer normal con presencia de sales, en medios 

de cosecha directa y en volúmenes de 30 ml. Algunos artículos han mostrado la inhibición de péptidos 

catiónicos debido a la presencia de sales, sin embargo, las evaluaciones de estabilidad y producción 

revelaron una resistencia a sales metálicas, así como resistencia a degradación de las proteasas celulares 

tripsina y proteinasa k y termoestabilidad a 37° C. La identificación del tiempo de producción máxima de 

los AMPs producidos por la cepa B2, se lleva a cabo al final de la fase exponencial y a inicios de la fase 

estacionaria, aproximadamente (5-7 horas post inoculación en medio de producción). Mediante el análisis 

de la muestra de la fracción menor se evidenció la presencia de péptidos de peso molecular menor a 3KDa. 

Sin embargo, debido a factores de infraestructura, la secuenciación de los péptidos no se pudo llevar a 

cabo. Los datos de los resultados permiten tener un flujo de trabajo para su futura purificación y 

secuenciación.  

Algunas características de estabilidad se han mostrado también en otros péptidos identificados de otras 

cepas de Bacillus, lo que evidencia la ventaja en la búsqueda de compuestos en este género bacteriano 

debido a su capacidad para adaptarse y sobrevivir a diversos ambientes. Para futuras investigaciones, la 

secuenciación del o los AMPs mostrarían los residuos de aminoácidos que pudieran estar involucrados en 

la estabilidad. Además, se podría realizar innovaciones en el campo del diseño de AMPs mediante la 

modificación de residuos que permitieran una mayor estabilidad y nuevas dianas en el tratamiento de 

patógenos.  

Las evaluaciones en otros modelos patógenos, permitiría aumentar el margen de aplicación de estos 

compuestos. Por ejemplo, las evaluaciones con otras bacterias patógenas Gram-positivas y Gram-

negativas, hongos, o inclusive en analizar si tiene una actividad inmunomoduladora en células humanas 

para contrarrestar infecciones virales o en la respuesta contra células cancerígenas como han mostrado 

algunos otros péptidos antimicrobianos.  
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