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Resumen

Introducción. La resistencia a carbapenémicos en bacterias Gram negativas representa 
una amenaza crítica para la salud pública, particularmente en entornos hospitalarios. Este 
estudio tuvo como objetivo caracterizar la distribución de genes de carbapenemasas y 
evaluar la actividad de péptidos derivados de LL37 frente a aislados clínicos colombianos. 
Métodos. Se analizaron 63 aislados clínicos Gram negativos resistentes a carbapenémicos 
recolectados entre 2020–2021. La identificación bacteriana se realizó mediante el sistema 
Vitek 2 y la susceptibilidad antimicrobiana con el sistema BD Phoenix. La detección de 
genes blaKPC, blaNDM, blaVIM y blaIMP se llevó a cabo por PCR convencional. La ac-
tividad antibacteriana de los péptidos LL37-1 y D-LL37 se determinó mediante ensayos 
de microdilución basados en resazurina para establecer las concentraciones mínimas inhi-
bitorias (CMI). La cinética de crecimiento bacteriano se evaluó a niveles subinhibitorios. 
Resultados. Klebsiella pneumoniae fue la especie predominante (65%). Se observó alta 
resistencia a carbapenémicos, especialmente en Klebsiella spp. El gen blaKPC fue el más 
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frecuente (86%), seguido de blaNDM (35%) y blaVIM (20%), con coexistencia de múltiples 
genes en algunos aislados. LL37-1 mostró mayor actividad antibacteriana (CMI: 3.12–12.5 
µM) con respecto a D-LL37 (6.25–25 µM). Ambos péptidos retrasaron el crecimiento 
bacteriano, especialmente en Klebsiella spp. y Escherichia coli. Conclusión. Los resultados 
evidencian una alta carga de resistencia mediada por carbapenemasas y destacan a LL37-1 
como un candidato prometedor. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para vali-
dar su eficacia y seguridad en modelos más complejos.

Palabras clave: resistencia a los carbapenémicos, bacterias Gram negativas, carbapene-
masas, péptidos antimicrobianos, análogos de LL37.

Abstract

Introduction. Carbapenem-resistant Gram-negative bacteria (CR-GNB) represent a se-
rious global health threat, particularly in healthcare settings. This study aimed to charac-
terize of carbapenemase-encoding genes in Colombian Gram-negative clinical isolates. It 
also evaluated the in vitro antibacterial activity of synthetic derived from LL37. Methods. 
Sixty-three carbapenem-resistant Gram-negative clinical isolates collected between 2020 
and 2021 were analyzed. Bacterial identification was performed using the Vitek 2 system, 
and antimicrobial susceptibility testing was conducted with the BD Phoenix system. Car-
bapenemase genes (blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP ) were detected by conventional 
PCR. The antibacterial activity of LL37-1 and D-LL37 peptides was determined using 
resazurin-based microdilution assays to establish the minimum inhibitory concentrations 
(MICs). Bacterial growth kinetics were assessed at subinhibitory levels. Results. Klebsie-
lla pneumoniae was the predominant species (65%). High resistance to carbapenems was 
observed, especially in Klebsiella spp. The blaKPC gene was the most frequent (86%), 
followed by blaNDM (35%) and blaVIM (20%), with multiple genes coexisting in some 
isolates. LL37-1 showed greater antibacterial activity (MIC: 3.12–12.5 µM) than D-LL37 
(6.25–25 µM). Both peptides inhibited bacterial growth, particularly in Klebsiella spp. and 
Escherichia coli. Conclusion. The results indicate a high prevalence of carbapenemase-me-
diated resistance and highlight LL37-1 as a promising candidate. However, further studies 
are needed to validate its efficacy and safety in more complex models.

Keywords: carbapenem resistance, Gram-negative bacteria, carbapenemases, antimicro-
bial peptides, LL37 analogs.
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Introducción

La resistencia a los antibióticos, especial-
mente entre las bacterias Gram negati-
vas resistentes a los carbapenémicos (CR-
GNB), supone una grave amenaza para la 
salud pública a nivel mundial. Comprender 
las tendencias epidemiológicas, así como los 
mecanismos de resistencia, es fundamental 
para desarrollar estrategias de tratamiento 
eficaces.

En las últimas décadas, las infecciones cau-
sadas por bacterias CR-GNB se han con-
vertido en un problema importante en los 
hospitales, especialmente en las Unidades 
de Cuidados Intensivos (UCI) (1). Entre 
los patógenos más relevantes se encuentran 
las bacterias pertenecientes a la familia 
Enterobacteriaceae, así como Pseudomonas 
aeruginosa (P. aeruginosa) y Acinetobacter 
baumannii (A. baumannii), conocidas por 
su capacidad para desarrollar múltiples me-
canismos de resistencia, incluida la produc-
ción de carbapenemasas y betalactamasas 
de espectro extendido (2).

Las carbapenemasas, enzimas que degra-
dan carbapenémicos, antibióticos consi-
derados de última elección, representan el 
mecanismo más importante de resistencia a 
estos fármacos. Estas enzimas, codificadas 
por genes móviles como blaKPC, blaNDM, 
blaVIM, blaIMP y blaOXA-48, confieren 
resistencia cruzada a la mayoría de los beta-
lactámicos y son altamente transmisibles a 

través de plásmidos y transposones, lo que 
facilita su propagación dentro de la misma 
especie y entre especies (3,4). Además, me-
canismos complementarios como la pérdi-
da de porinas, la sobreexpresión de bombas 
de ef lujo y la formación de biopelículas au-
mentan la persistencia bacteriana y compli-
can la acción de los antimicrobianos (5).

La distribución geográfica de los genes de 
carbapenemasas tiene patrones regionales. 
En América Latina se ha documentado la 
coexistencia de múltiples mecanismos de 
resistencia en una misma cepa bacteriana, 
lo que ref leja la complejidad epidemioló-
gica de estos patógenos (6). En Colombia, 
varios estudios han informado de la circu-
lación de cepas de Klebsiella pneumoniae 
(K. pneumoniae) portadoras de blaKPC y 
blaNDM, asociadas a brotes hospitalarios y 
a un aumento constante de infecciones no-
socomiales difíciles de tratar (7,8). Por lo 
tanto, la caracterización molecular de estas 
bacterias es esencial para comprender la di-
námica de la transmisión de genes de resis-
tencia, implementar medidas de control y 
orientar el tratamiento antimicrobiano.

El impacto clínico de las infecciones por 
CR-GNB es considerable. La eficacia limi-
tada de los antibióticos disponibles ha dado 
lugar a la urgente necesidad de desarrollar 
nuevas alternativas terapéuticas, seguras 
y eficaces. En este contexto, los péptidos 
antimicrobianos (PAMs) se han conver-
tido en una estrategia prometedora (9,10). 
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Los PAMs son moléculas catiónicas, anfi-
páticas y de cadena corta (12 a 50 aminoá-
cidos) que forman parte de la inmunidad 
innata de animales, plantas y microorga-
nismos (11). Entre ellos, la catelicidina hu-
mana LL37 es uno de los péptidos mejor 
caracterizados, ejerciendo un efecto bacte-
ricida a través de la desestabilización de la 
membrana celular y la modulación inmu-
nológica; así como mediante actividad an-
tibiopelícula y propiedades inmunorregula-
doras adicionales (12,13). Sin embargo, su 
aplicación terapéutica está limitada por la 
susceptibilidad a la degradación proteolíti-
ca, citotoxicidad moderada y eficacia limi-
tada contra patógenos altamente resistentes 
(14,15).

Para superar estas limitaciones, se han de-
sarrollado derivados del LL37 con modifi-
caciones estructurales que buscan mejorar 
su estabilidad y potencia antimicrobiana 
(16,17). En este sentido, el presente estu-
dio evalúa los péptidos LL37-1 y D-LL37, 
análogos del LL37, descritos previamente. 
El péptido LL37-1, un análogo sintético 
en configuración de aminoácidos L, susti-
tuciones específicas en sitios sensibles a la 
proteasa y modificaciones terminales (ace-
tilación y/o amidación N/C-terminal) para 
mejorar la estabilidad de la alfa hélice y la 
interacción con la membrana; y D-LL37, 
un estereoisómero compuesto íntegramen-
te por aminoácidos D, que confiere resis-
tencia a la degradación enzimática. Estas 
estrategias de diseño tienen como objetivo 

equilibrar la potencia, la estabilidad y la 
biocompatibilidad (18,19).

En América Latina, algunos estudios han 
investigado parcialmente la actividad an-
timicrobiana de análogos del LL37 (20), 
pero no hay reportes sobre la caracteriza-
ción simultáneamente de la distribución de 
genes carbapenemasas y la susceptibilidad 
a los péptidos en aislados clínicos de Co-
lombia. De este modo, trabajos que com-
binan la evaluación del perfil molecular de 
los CR-GNB con la actividad de péptidos 
derivados del LL37, representa un paso cla-
ve hacia el desarrollo de nuevas estrategias 
antimicrobianas contra los patógenos hos-
pitalarios multirresistentes. Este estudio 
contribuye a comprender los mecanismos 
de resistencia y a explorar innovaciones te-
rapéuticas basadas en el LL37.

Materiales y métodos

Aislados bacterianos y condiciones de 
crecimiento

Se incluyeron en el estudio todos los ais-
lados cl ínicos que cumplieron simultá-
neamente los siguientes criterios de in-
clusión: (i) identif icación como bacterias 
Gram negativas mediante los métodos 
microbiológicos rutinarios del laborato-
rio cl ínico y (i i) resistencia a carbapené-
micos, def inida de acuerdo con los puntos 
de corte establecidos por guías interna-
cionales CLSI, para al menos uno de los 
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antibióticos de esta famil ia (imipenem, 
meropenem o ertapenem).

Bajo esta definición operativa de bacterias 
Gram negativas resistentes a carbapenémi-
cos (CR-GNB), se incluyeron de manera 
consecutiva y no selectiva, un total de 63 
aislados clínicos Gram negativos, recolec-
tados aleatoriamente, de diferentes mues-
tras clínicas: orina (n = 17), líquido peri-
toneal (11), sangre (n = 10), secreción no 
especificada (4), catéter (4), secreción oro-
traqueal (3), líquido abdominal (3), secre-
ción traqueal (2) y otros tipos de muestras 
(9); provenientes de la Subred Sur de Servi-
cios de Salud de Bogotá (Colombia) durante 
el periodo de estudio comprendido entre en 
2020 (n = 24) y 2021 (n = 39).

Los aislados se identificaron utilizando el 
sistema automatizado Vitek 2 con la tar-
jeta ID-GNB (Biomerieux, Reino Unido). 
Las cepas bacterianas se criopreservaron 
por duplicado a -80°C en caldo LB (Luria 
Bertani) suplementado con glicerol al 30% 
para su posterior análisis.

Para la realización de los experimentos, 
cada criovial se sometió a descongelación 
gradual y dilución en caldo BHI (Brain 
Heart Infusion), y luego se incubó duran-
te 24 h a 37°C en agitación, ajustando la 
densidad óptica OD590 ~0.5. Posteriormen-
te se realizó una dilución hasta obtener la 
bacteria para el ensayo en una OD590 ~0.05 
(correspondiente a ~3.5 x 105 unidades for-

madoras de colonias - UFCs). La absorban-
cia de cada suspensión se confirmó en el 
espectrofotómetro Genesys 10S UV-Vis.

Pruebas de susceptibilidad 
antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana de las 
cepas clínicas se determinó utilizando el 
sistema automatizado BD Phoenix 100™, 
con el panel NMIC-101 para la identifica-
ción del antibiograma de Gram negativos. 
Se evaluó la susceptibilidad a la ampicili-
na (AMP), la amoxicilina-ácido clavulánico 
(AMC), la piperacilina-tazobactam (TZP), 
la cefuroxima (CXM), la cefuroxima-axetil 
(CAE), la cefoxitina (FOX), la ceftazidi-
ma (CAZ), la ceftriaxona (CRO), cefepima 
(FEP), ertapenem (ERT), imipenem (IPM), 
meropenem (MEM), amikacina (AMK), 
gentamicina (GEN), ciprof loxacina (CIP), 
colistina (CST) y trimetoprim-sulfametoxa-
zol (SXT). Se utilizaron los puntos de corte 
reportados del CLSI 2013 M100-S23 (21). 
Se utilizaron las cepas E. coli ATCC 25922 
y K. pneumoniae ATCC 1705 como control 
de calidad en las pruebas de sensibilidad a 
los antimicrobianos.

Caracterización molecular de la 
resistencia a carbapenémicos

Todos los aislamientos se sometieron a re-
acción en cadena de la polimerasa (PCR) 
convencional, para la identificación de ge-
nes de carbapenemasas pertenecientes a la 
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clase A (blaKPC ) y a la clase B o metaloen-
zimas (blaNDM, blaVIM y blaIMP ).

El ADN total se extrajo a partir de cul-
tivos bacterianos de 24 horas y mediante 
el uso del kit Promega Wizard® Genomic 
DNA Purification, de acuerdo con las ins-
trucciones del fabricante. El ADN extraído 
se cuantificó en espectrofotómetros Nano-
Drop™ 2000/2000c para verificar su con-

centración y pureza y se conservó a -20°C 
hasta su uso. Los cebadores específicos 
para los respectivos genes fueron seleccio-
nados y optimizados a partir de secuen-
cias reportadas en estudios de PCR para 
carbapenemasas y ajustados con base en 
regiones conservadas disponibles en Gen-
Bank. Las condiciones se estandarizaron de 
acuerdo con los requisitos de cada cebador 
(Tabla 1).

Tabla 1. Secuencias de cebadores empleados para amplificar los genes carbapenemasas.

Gen Secuencia Tm %GC Amplímero Ref

blaKPC
F: 5’- ATGTCACTGTATCGCCGTCT -3’

58 50 798 pb (22)
R: 5’- TTTTCAGAGCCTTACTGCCC -3’

blaNDM
F: 5’- GGTTTGGCGATCTGGTTTTC -3’ 60 50

621 pb (23)
R: 5’- CGGAATGGCTC5’-ATCACGATC -3’ 62 55

blaVIM
F: 5’- GATGGTGTTTGGTCGCATA -3’ 57 47

390 pb (23)
R: 5’- CGAATGCGCAGCACCAG -3’ 59 65

blaIMP
F: 5’- GTTTATGTTCATACCTGGTT -3

58 40 488 pb (22)
R: 5’- CCAACATTTTTGTTGTTGCT -3´

Cada reacción PCR convencional se llevó a 
cabo utilizando 12.5 µL de 2X PCR Master 
Mix (Bio-Rad Laboratories, Inc.), con 2 µL 
de ADN bacteriano (100 ng/µL) y 0.6 µL 
de cada cebador (10 µM) y agua desionizada 
hasta alcanzar un volumen final de 25 µL. 

La visualización de los productos de ampli-
ficación se realizó mediante electroforesis 
en gel de agarosa al 1.5% a 100 voltios por 
60 minutos. Las condiciones de la PCR se 
detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de PCR para la amplificación de los genes carbapenemasas.

Clase de 
carbapenemasa Gen

Condiciones del ciclo térmico

Desnaturalización 
inicial

30-35 ciclos Extensión 
finalDesnaturalización Anillamiento Extensión

Clase A blaKPC 94oC/5 min 94oC/40 s 54oC/1 min 72oC/2 min 72oC/5 min

Clase B

blaNDM 94oC/5 min 94oC/40 s 54oC/1 min 72oC/2 min 72oC/5 min

blaVIM 94oC/5 min 94oC/40 s 51oC/1 min 72oC/2 min 72oC/5 min

blaIMP 94o C/5 min 94o C/40 s 47o C/1 min 72o C/2 min 72o C/5 min
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Péptidos sintéticos: obtención y 
preparación

Los péptidos LL37-1 y D-LL37 fueron 
adquiridos de manera comercial en forma 
liofilizada de la marca Biomatik, desde la 
empresa SurGenoma S.A.S. A partir del 
material liofilizado se prepararon solucio-
nes stock individuales en agua desioniza-
da estéril (H2O-Di) a una concentración de 
1000 µM, de acuerdo con su peso molecu-
lar. Estas soluciones fueron almacenadas a 
-20oC hasta su uso experimental.

Actividad antibacteriana de los 
péptidos LL37-1 y D-LL37

La capacidad de los péptidos LL37-1 y 
D-LL37 para inhibir el crecimiento de los 
63 aislamientos resistentes, fue evaluada 
mediante el método de microdilución en 
caldo, con el fin de determinar la concen-
tración mínima inhibitoria (CMI), de acuer-
do con las recomendaciones del Instituto 
de Estándares Clínicos y de Laboratorio 
(24), utilizando resazurina como indicador 
de viabilidad (25,26).

Para llevar a cabo el montaje del experi-
mento, en una microplaca de polipropileno 
de 96 pocillos de fondo plano, se adicionó 
un volumen de 100 μL de caldo LB, con 
diluciones seriadas de los péptidos LL37-1 
y D-LL37, desde 100 a 0.20 µM, concentra-
ción final. Luego, se mezclaron por separa-
do con 100 μL del cultivo de los aislamien-
tos bacterianos OD590 ~0.05. Las placas 

se incubaron a 37 °C durante 24 h. Poste-
riormente, se agregaron 30 μL de resazu-
rina al 0.01% a cada pocillo y las placas se 
incubaron nuevamente durante 4 a 6 horas 
adicionales a 37oC protegidas de la luz. Las 
bacterias viables se detectaron colorimétri-
camente. Un cambio de color de azul a rosa 
indica crecimiento celular. La CMI se de-
fine como la concentración más baja de un 
antimicrobiano que inhibe el crecimiento 
de un microorganismo bajo condiciones es-
tandarizadas (27). En este estudio, la CMI 
correspondió a la concentración del pozo 
inmediatamente anterior a aquel donde se 
observó el cambio de color del indicador, 
estableciéndose como la concentración mí-
nima del péptido capaz de inhibir el creci-
miento visible de las bacterias (28).

Se utilizaron como controles cultivos sin 
bacterias (control de medio) y cultivos con 
bacterias sin péptidos (control positivo de 
crecimiento). La CMI fue obtenida a partir 
de tres experimentos independientes reali-
zados por duplicado.

Actividad antibacteriana de los PAMs 
mediante cinética de crecimiento

De otro modo, evaluamos la capacidad de 
los péptidos LL37-1 y D-LL37 para inhibir 
o alterar la cinética de crecimiento de los 
aislamientos resistentes a carbapenémicos 
durante las fases de crecimiento: fase de 
adaptación, fase exponencial y fase estacio-
naria, durante 48 horas.
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Los cultivos bacterianos en caldo BHI 
(OD590 ~ 0.05) se mezclaron en placas de 
microtitulación de 1000 pocillos, de fondo 
plano, con los péptidos a concentraciones 
subinhibitorias (0.5xCMI y 0.25xCMI), en 
un volumen final de 300 μL. Las placas se 
incubaron a 37oC con agitación durante 48 
h, en un equipo BioScreen C (OY Grow-
th Curves-Type FP1100C) con mediciones 
cinéticas de la absorbancia a 590 nm toma-
das cada 3 horas (23 mediciones en total). 
Se utilizaron como controles cultivos sin 
bacterias (control de medio) y cultivos con 
bacterias sin péptidos (control positivo de 
crecimiento). La CMI se realizó por tripli-
cado en dos experimentos independientes. 
Fueron considerados los resultados que 
mostraron un valor de probabilidad infe-
rior a 0.001 (P <0.001), lo que reveló una 
significación estadística entre el crecimien-
to de la cepa sin tratamiento y con trata-
miento a una concentración específica de 
los péptidos.

Análisis estadístico

Los análisis estadísticos se realizaron con 
el software GraphPad Prism 9. Los datos 
se analizaron mediante la prueba t de Stu-
dent para evaluar los resultados de entre los 
grupos experimentales. Se consideraron es-
tadísticamente significativas las diferencias 
con p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 
(***) y p < 0,0001 (****).

Resultados

Caracterización de las cepas 
resistentes a carbapenémicos

Los 63 aislamientos bacterianos resistentes 
a carbapenémicos evaluados en este estu-
dio, provienen principalmente de los servi-
cios hospitalarios UCI de adultos, cirugía 
general, hospitalización general y hospitali-
zación de medicina interna. En su mayoría 
de pacientes mayores de 40 años.

La identificación del género y la especie 
reveló que correspondían a bacterias como 
K. pneumoniae, 41 (65%), E. coli, 8 (13%), 
P. aeruginosa, 6 (10%), Klebsiella oxytoca 
(K. oxytoca), 3 (5%), Serratia marcescens (S. 
marcescens), 2 (3%), y otras bacterias Gram 
negativas, 3 (8%), entre las que se detec-
taron Klebsiella ozaenae (K. ozaenae), A. 
baumanii y Stenotrophomonas maltophila 
(S. maltophila).

Se realizó un panel de sensibilidad para di-
ferentes antibióticos, como los aminoglu-
cósidos y los betalactámicos, incluidas las 
penicilinas, las cefalosporinas, los mono-
bactámicos y los carbapenémicos (Material 
complementario, tabla S1). Para este estu-
dio, nos centramos en los carbapenémicos 
imipenem, ertapenem y meropenem. La Ta-
bla 3 describe el porcentaje de resistencia 
identificado para los carbapenémicos.
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Tabla 3. Porcentaje de resistencia a los carbapenémicos de los aislamientos clínicos.

Bacterias Número total de 
cepas

%Resistencia a 
ertapenem

%Resistencia a 
meropenem

%Resistencia a 
imipenem

K. pneumoniae 41 100 90 88

K. oxytoca 3 100 100 100

K. ozaenae 1 100 100 100

E. coli 8 29 14 14

A. baumanii 1 0 100 100

P. aeruginosa 6 0 100 100

S. marcescens 2 0 50 0

S. maltophila 1 NA* NA* NA*

*NA: No realizado para el aislamiento

Como se resume en la Tabla 3, se observó 
que las cepas de Klebsiella spp presentaron 
alta resistencia a los tres fármacos carbape-
némicos, mientras que en el caso de E. coli, 
se observó un perfil de baja resistencia a 
estos antibióticos. Para P. aeruginosa y A. 
baumanii, esta resistencia se da al imipenem 
y al meropenem, pero no al ertapenem. Las 
dos cepas de Serratia solo mostraron resis-
tencia al meropenem.

Identificación de genes de 
carbapenemasa en las cepas 
analizadas

De las 63 cepas de bacterias Gram negativas 
resistentes a los carbapenémicos analizadas 
mediante PCR convencional, se detectó la 

presencia de los genes blaKPC, blaNDM y 
blaVIM de carbapenemasa en proporciones 
variables, mientras que el gen blaIMP no se 
identificó en ninguna de las cepas. El gen 
blaKPC fue el más prevalente, detectado en 
el 86% de las cepas analizadas, seguido del 
blaNDM en aproximadamente el 35% y el 
blaVIM en el 20%, como se menciona en la 
Tabla 4.
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Tabla 4. Porcentaje de genes de resistencia en aislados clínicos.

Bacterias Número total 
de cepas %blaKPC %blaNDM %blaVIM %blaIMP

K. pneumoniae 41 100 46 15 0

K. oxytoca 3 100 100 0 0

K. ozaenae 1 0 100 0 0

E. coli 8 71 29 43 0

A. baumanii 1 100 0 0 0

P. aeruginosa 6 83 33 33 0

S. marcescens 2 100 0 50 0

S. maltophila 1 NA NA NA NA

*NA: No realizado para el aislamiento

K. pneumoniae fue la especie más represen-
tativa, con 41 aislados (65%), todos ellos 
portadores del gen blaKPC. Además, el 
46% de estas cepas dieron positivo para 
blaNDM y el 15% para blaVIM, lo que su-
giere la coexistencia de múltiples mecanis-
mos de resistencia en algunos aislados. En 
el caso de K. oxytoca, las tres cepas aisla-
das (100%) dieron positivo para blaKPC y 
blaNDM, mientras que K. ozaenae solo dio 
positivo para blaNDM.

En el caso de E. coli, el 71% de las cepas 
dieron positivo para blaKPC, el 29% para 
blaNDM y el 43% para blaVIM, lo que 
muestra una diversidad genotípica que re-
f leja la gran capacidad de esta especie para 
adquirir plásmidos portadores de genes de 

resistencia. S. marcescens mostró blaKPC en 
el 100% de sus cepas y blaVIM en el 50%, 
mientras que P. aeruginosa mostró blaKPC 
en el 83%, blaNDM en el 33% y blaVIM en 
el 33%.

Se identificaron cuatro cepas bacterianas 
como K. pneumoniae, E. coli y P. aerugi-
nosa que presentaban los genes blaKPC + 
blaNDM + blaVIM simultáneamente (Ta-
bla 4). Las características descritas anterior-
mente son importantes en salud pública, ya 
que estas bacterias tienen la capacidad de 
transmitir estos genes y por ende desarro-
llar resistencia a los antimicrobianos.

El único aislado de A. baumannii fue positi-
vo para blaKPC, sin que se detectaran otros 
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genes, y S. maltophilia fue negativo para to-
dos los genes de carbapenemasa evaluados. 
Estos resultados confirman que la produc-
ción de carbapenemasa, especialmente del 
tipo KPC, es el mecanismo predominante 
de resistencia en las bacterias Gram negati-
vas analizadas, con la coexistencia de genes 
de metalobetalactamasas (NDM y VIM) en 
proporciones menores.

Actividad antibacteriana in vitro 
de los PAMs (CMI y curvas de 
crecimiento).

La prueba de concentración mínima inhibi-
toria (CMI) utilizando resazurina como in-
dicador de viabilidad demostró que ambos 

péptidos exhibían actividad antibacteriana 
contra las cepas clínicas evaluadas (Tabla 
5). En general, el péptido LL37-1 mostró 
mayor potencia que su análogo D-LL37, 
con valores de CMI que oscilaron entre 
3.12 y 12.5 µM, mientras que D-LL37 mos-
tró valores entre 6.25 y 25 µM. Las cepas de 
E. coli fueron las más sensibles (CMI = 3.12 
µM para LL37-1), mientras que P. aerugino-
sa y S. maltophila mostraron la menor sus-
ceptibilidad (CMI = 12.5-25 µM).

Tabla 5. Actividad antibacteriana de LL37-1 y D-LL37.

Bacterias Número total de 
cepas

CMI (µM)

LL37-1 D-LL37

K. pneumoniae 41 6.25 12.5

K. oxytoca 3 6.25 12.5

K. ozaenae 1 6.25 12.5

E. coli 8 3.12 6.25

A. baumanii 1 6.25 12.5

P. aeruginosa 6 12.5 25

S. marcescens 2 12.5 12.5

S. maltophila 1 25 25

De otro modo, la evaluación de las curvas 
de crecimiento de cada uno de los aislados 
permitió comparar el crecimiento de las 
bacterias estudiadas en presencia y ausencia 
de los péptidos LL37-1 y D-LL37 en con-
centraciones subinhibitorias (5.0 y 2.5 µM). 
Para este experimento, solo se incluyeron 

aislados bacterianos de Klebsiella spp, E. 
coli y P. aeruginosa, considerando que son 
los más prevalentes y clínicamente signifi-
cativos. La Figura 1 muestra las diferentes 
fases de la curva de crecimiento de algunos 
de los aislados bacterianos evaluados.
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Figura 1. Curvas de crecimiento en presencia de LL37-1 y D-LL37. Crecimiento bacteriano de aislados 
clínicos de K. pneumoniae (7493, 0078, 8574, 8587), E. coli (1761, 8211), P. aeruginosa (3026, 7011), resistentes a carbapenémicos, 
en presencia de los péptidos análogos LL37-1 y D-LL37 a las concentraciones de 5.0 y 2.5 μM. Cultivo bacteriano en ausencia 

de péptidos, fueron incluidos como control de crecimiento (CC). 
Los datos representan la media ± DS obtenido a partir de tres réplicas biológicas independientes.
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Como se observa en la Figura 1, los pépti-
dos prolongaron el período de crecimiento 
logarítmico y aumentaron el tiempo necesa-
rio para que las bacterias alcanzaran la fase 
estacionaria a concentraciones subinhibito-
rias (2.5 y 5 µM). Este efecto fue particu-
larmente evidente en las cepas de Klebsiella 
spp. y E. coli, mientras que en P. aeruginosa 
no se observó inhibición a concentraciones 
tan bajas. La inhibición parcial y transito-
ria sugiere una pérdida de estabilidad o una 
posible degradación de los péptidos duran-
te el período de incubación, lo que podría 
explicar la recuperación del crecimiento 
bacteriano después de las primeras 5 h de 
exposición.

En general, los resultados sugieren que el 
LL37-1 muestra una actividad superior fren-
te a los patógenos multirresistentes analiza-
dos, lo que puede atribuirse a una mayor 
interacción electrostática con la membrana 
bacteriana o a una menor susceptibilidad a 
las proteasas bacterianas en comparación 
con el análogo D-LL37.

Discusión

La alta prevalencia del gen blaKPC ob-
servada en este estudio reafirma su pre-
dominio como la principal carbapenemasa 
circulante en América Latina, en conso-
nancia con informes previos que describen 
las enzimas de tipo KPC como el meca-
nismo primordial de resistencia a los car-

bapenémicos entre las Enterobacteriales 
(29,30). En Colombia, se ha informado 
ampliamente de la diseminación gene-
ralizada de K. pneumoniae portadora de 
blaKPC en hospitales terciarios y unidades 
de cuidados intensivos, donde estos clones 
persisten como reservorios de resistencia 
causando brotes recurrentes (6). Esto re-
f leja la marcada presión selectiva asociada 
al uso prolongado de carbapenémicos y la 
persistencia de plásmidos y linajes epidé-
micos en los entornos sanitarios.

La coexistencia de blaKPC y blaNDM de-
tectada en varios aislados es especialmen-
te preocupante, ya que combina enzimas 
de clase A (serina carbapenemasa) y clase 
B (metalobetalactamasa), lo que da lugar a 
una resistencia casi completa a los betalac-
támicos y a opciones terapéuticas limitadas 
(31,32). Las pruebas genómicas previamente 
reportadas señalan que los plásmidos por-
tadores de blaNDM suelen albergar genes 
adicionales que confieren resistencia a los 
aminoglucósidos y las f luoroquinolonas, lo 
que favorece los fenotipos multirresisten-
tes (33). En E. coli y K. oxytoca, las diver-
sas combinaciones de genes sugieren una 
transferencia horizontal activa mediada por 
integrones y transposones Tn4401, lo que 
facilita la diseminación entre especies (34).

La detección de blaVIM en E. coli, S. mar-
cescens y P. aeruginosa respalda su propaga-
ción regional, especialmente en condiciones 
de alta presión antibiótica (35,36). Aunque 
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menos frecuente, la circulación conjunta de 
blaVIM con otras carbapenemasas compli-
ca el tratamiento, ya que los inhibidores de 
betalactamasa actuales muestran una acti-
vidad limitada contra las metaloenzimas 
(4). Por el contrario, la ausencia de blaIMP 
concuerda con su baja prevalencia en Amé-
rica Latina (37). La detección de blaKPC 
en A. baumannii sugiere una transferen-
cia de genes entre géneros, mientras que la 
ausencia de genes de carbapenemasa en S. 
maltophilia es coherente con su resistencia 
intrínseca mediada por las betalactamasas 
L1/L2 y los sistemas de ef lujo (38). En con-
junto, estos hallazgos revelan un escenario 
epidemiológico complejo impulsado por la 
transferencia horizontal de genes y la diver-
sidad clonal, lo que subraya la necesidad de 
la vigilancia molecular y el control de las 
infecciones.

De otro modo, los péptidos evaluados 
LL37-1 y D-LL37 mostraron actividad in-
hibidora contra cepas resistentes a los car-
bapenémicos, con CMI que oscilaron en-
tre 3.12 y 25 µM, comparables a estudios 
anteriores con análogos de LL37 (17,19,39). 
LL37-1 demostró una mayor potencia, pro-
bablemente debido a su configuración L na-
tiva y a la retención de residuos anfipáticos 
críticos para la unión a la membrana. Por 
el contrario, la estereoquímica invertida 
del enantiómero D, podría estar asociada 
a cambios en la afinidad de interacción con 
los componentes de la envoltura bacteriana, 
a pesar de la mayor estabilidad proteolítica 

(19), aunque este aspecto no fue evaluado 
directamente. El retraso en el crecimiento 
bacteriano observado es consistente con un 
mecanismo de acción asociado a la disrup-
ción de la membrana (40). Sin embargo, el 
restablecimiento parcial del crecimiento po-
dría explicarse por mecanismos adaptativos 
bacterianos. En este sentido, es consistente 
con otros estudios que sugieren que pro-
cesos como la remodelación lipídica de la 
membrana, modificaciones en el lipopolisa-
cárido o la activación de bombas de ef lujo 
podrían contribuir a la disminución de la 
susceptibilidad a péptidos antimicrobianos 
(41). Dado que estos mecanismos no fue-
ron evaluados directamente en el presente 
estudio, su participación debe considerarse 
como hipótesis plausibles que requieren va-
lidación experimental adicional.

En general, estos resultados confirman la 
coexistencia de múltiples genes de carbape-
nemasas en aislados colombianos y destacan 
al LL37-1 como un candidato antimicrobia-
no prometedor. La optimización estructu-
ral y la combinación con betalactámicos 
podrían mejorar la eficacia y la estabilidad, 
ofreciendo nuevas estrategias terapéuticas 
contra K. pneumoniae, E. coli y P. aerugino-
sa, multirresistentes.

Este estudio presenta limitaciones que de-
ben considerarse al interpretar los resulta-
dos. En primer lugar, los aislados clínicos 
proceden de una única Subred hospitalaria, 
lo que podría limitar la generalización de 
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los hallazgos a otros contextos epidemioló-
gicos. Asimismo, la ausencia de tipificación 
clonal y caracterización genómica impide 
establecer relaciones filogenéticas, rutas de 
transmisión o la arquitectura genética com-
pleta de los determinantes de resistencia. 
Finalmente, la falta de validación en mo-
delos in vivo restringe la interpretación de 
la eficacia observada in vitro en escenarios 
clínicos. En conjunto, estas limitaciones re-
saltan la necesidad de estudios futuros que 
integren enfoques genómicos, evaluación 
toxicológica y modelos animales, con el fin 
de consolidar el potencial terapéutico de 
estos compuestos en contextos clínicamen-
te relevantes.

Conclusiones

Este estudio resalta la complicada epide-
miología molecular de las bacterias Gram 
negativas resistentes a los carbapenémicos 
en Colombia, caracterizada por la preva-
lencia del gen blaKPC y la coexistencia de 
los genes blaNDM y blaVIM entre los ais-
lados clínicos de K. pneumoniae, E. coli y 
P. aeruginosa. La detección simultánea de 
múltiples clases de carbapenemasas ref le-
ja una alta presión selectiva derivada del 
uso extensivo de antibióticos y enfatiza la 
urgente necesidad de fortalecer los pro-
gramas de vigilancia molecular y control 
de infecciones en los entornos de salud 
de América Latina. La evaluación de los 
péptidos derivados de LL37 demostró que 

tanto LL37-1 como D-LL37 poseen una 
actividad antibacteriana medible contra 
aislados resistentes a los carbapenémi-
cos, destacando a LL37-1 como el pépti-
do de mayor eficacia frente a la ruptura 
de la membrana. Estos resultados indican 
que la optimización estructural racional 
de LL37-1 puede mejorar aún más su po-
tencial terapéutico. En conjunto, los datos 
genéticos y funcionales respaldan la rele-
vancia de integrar el perfil de resistencia 
molecular con la búsqueda de nuevas es-
trategias antimicrobianas. LL37-1 se per-
fila como un prototipo prometedor para el 
futuro desarrollo preclínico, ya sea como 
agente independiente o en combinación 
con betalactámicos convencionales, para 
combatir las infecciones causadas por pa-
tógenos Gram negativos multirresistentes.
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