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RESUMEN 

 

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un problema importante de salud 

pública que ha impulsado la búsqueda de alternativas terapéuticas como los 

péptidos antimicrobianos. Los péptidos antimicrobianos son moléculas naturales 

con actividad antimicrobiana frente a diversos patógenos, incluidos los resistentes 

a los antibióticos convencionales. Staphylococcus aureus es un patógeno 

oportunista capaz de internalizarse en células epiteliales pulmonares, evadiendo la 

respuesta inmune y causando infecciones graves. Algunas cepas han mostrado ser 

resistentes a diversos antibióticos. El objetivo de este estudio fue demostrar el 

efecto de la nisina, una bacteriocina producida por Lactococcus lactis, sobre la 

infección por S. aureus ATCC 29740 en un modelo de neumocitos tipo II A549. 

Los resultados de este trabajo mostraron que S. aureus ATCC 29740 resistente a 

ampicilina, cefotaxima, dicloxacilina y penicilina; la concentración mínima 

bactericida (CMB) de la nisina contra S. aureus fue de 30 µg/μL y la IC50 de 16.38 

µg/μL. En el modelo celular, interesantemente, los ensayos de citotoxicidad y la 

evaluación de especies reactivas del oxígeno (ROS) demostraron que la nisina no 

es citotóxica para los neumocitos tipo II A549 y no induce estrés oxidativo a la alta 

concentración de 300 µg/µL, manteniendo la viabilidad celular cercana a la de las 

células sin tratamiento. En los ensayos de infección celular, se observó que el 

tratamiento con nisina redujo significativamente la carga bacteriana de forma 

dependiente de la concentración. Mientras que a las concentraciones de 200 y 300 

µg/µL de nisina se observó ausencia total de colonias viables y no se observaron 

cambios en la estructura celular de la monocapa. Estos hallazgos sugieren que la 

nisina es una alternativa terapéutica prometedora y segura para combatir las 

infecciones pulmonares asociadas a S. aureus. 

Palabras clave: Staphylococcus aureus, nisina, neumocitos tipo II, péptidos 

antimicrobianos, viabilidad celular. 
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  ABSTRACT 

 

Antimicrobial resistance (AMR) is a major public health problem that has driven the 

search for therapeutic alternatives, including antimicrobial peptides. Antimicrobial 

peptides are naturally occurring molecules with antimicrobial activity against various 

pathogens, including those resistant to conventional antibiotics. Staphylococcus 

aureus is an opportunistic pathogen capable of internalizing into pulmonary 

epithelial cells, evading the immune response, and causing serious infections. 

Some strains have shown resistance to various antibiotics. The aim of this study 

was to demonstrate the effect of nisin, a bacteriocin produced by Lactococcus lactis, 

on S. aureus ATCC 29740 infection in an A549 lung epithelial cell model. 

The results of this work showed that S. aureus ATCC 29740 was resistant to 

ampicillin, cefotaxime, dicloxacillin, and penicillin. The minimum bactericidal 

concentration (MBC) of nisin against S. aureus was 30 µg/µL, and the IC50 was 

16.38 µg/µL. Interestingly, in the cell model, cytotoxicity assays and reactive oxygen 

species (ROS) assessment demonstrated that nisin is not cytotoxic to type II 

pneumocytes and does not induce oxidative stress at high concentrations of 300 

µg/µL, maintaining cell viability close to that of untreated cells. In cell -based infection 

assays, nisin treatment significantly reduced the bacterial load in a concentration-

dependent manner. At nisin concentrations of 200 and 300 µg/µL, a complete 

absence of viable colonies was observed, and no changes in the cell monolayer 

structure were noted. These findings suggest that nisin is a promising and safe 

therapeutic alternative to combat S. aureus-associated lung infections. 

 

Keywords: Staphylococcus aureus, nisin, type II pneumocytes, antimicrobial 

peptides, cell viability
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo que coloniza múltiples 

hospederos. La bacteria se considera un patógeno oportunista importante en la 

medicina humana y veterinaria debido al riesgo que representa al causar infecciones 

de la piel y de tejidos blandos, así como otras de mayor gravedad, como la 

osteomielitis, artritis séptica, bacteriemia, septicemia, endocarditis y neumonía 

(Howden BP et al., 2023; Olanipekun et al., 2025). Estas enfermedades afectan de 

manera significativa el bienestar animal y generan grandes pérdidas económicas 

(Haag et al., 2019). 

S. aureus es el agente etiológico de la mastitis en bovinos y pequeños rumiantes, 

una de las enfermedades de mayor impacto económico en la industria lechera. Se 

estima que, a nivel mundial, las pérdidas asociadas a esta enfermedad oscilan entre 

19,7 y 32 millones de dólares anuales, al reducir la producción y la calidad de la 

leche, al aumentar los costos de tratamiento y al reemplazar animales 

afectados(Touaitia et al., 2025). Además de la mastitis en bovinos, se asocia 

también a dermatitis, forunculosis, gastroenteritis, osteomielitis, meningitis, 

endocarditis, neumonías e infecciones graves en heridas (Tong et al., 2015). 

En conejos, las infecciones suelen manifestarse inicialmente como lesiones 

cutáneas, que pueden progresar a dermatitis, mastitis y abscesos localizados, 

pododermatitis, piometra y enfermedades respiratorias graves (J. Wang et al., 

2021). Asimismo, en aves, es un agente etiológico de la sinovitis, la condronecrosis 

con osteomielitis, la artritis y la endocarditis (Benrabia et al., 2020). Por otra parte, 

los perros y los gatos suelen presentar infecciones de la piel y de los tejidos blandos 

(Haag et al., 2019), mientras que, especialmente en los caballos, la cepa resistente 

a meticilina está asociada a infecciones de la piel y de los tejidos blandos, 

bacteremia, artritis séptica, osteomielitis, infecciones relacionadas con implantes, 

metritis, onfalitis, infecciones relacionadas con catéteres y neumonía (Morgan, 

2008). Por otro lado, en humanos, este microorganismo es capaz de causar 



 
 

2 

infecciones cutáneas y en tejidos blandos, neumonía, endocarditis, osteomielitis, 

bacteremia y síndrome de choque tóxico (Linz et al., 2023; Tong et al., 2015). 

S. aureus se ha asociado con enfermedades respiratorias en diversas especies 

animales, incluidas conejos, aves, caballos y rumiantes, lo que contribuye a 

pérdidas productivas (Haag et al., 2019; Wang et al., 2021). 

A nivel pulmonar, los neumocitos tipo II desempeñan un papel fundamental en la 

homeostasis del tejido pulmonar, ya que son responsables de la síntesis y secreción 

del surfactante pulmonar, una sustancia indispensable para reducir la tensión 

superficial alveolar y prevenir el colapso de los alvéolos durante la respiración. 

Además, participan en la respuesta inmunitaria innata mediante la producción de 

citocinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos, lo que contribuye a los 

mecanismos de defensa frente a los microorganismos (Barkauskas et al., 2013). 

Debido a estas funciones, los neumocitos tipo II constituyen una de las líneas de 

barrera celular frente a los patógenos respiratorios. Un estudio ha demostrado que 

S. aureus puede adherirse, internalizarse y persistir en células epiteliales 

pulmonares, lo que favorece la recurrencia de infecciones respiratorias tanto en 

humanos como en animales (Goldman et al., 2024). 

Además, uno de los principales desafíos asociados a S. aureus es su creciente 

resistencia a los antibióticos; en particular, se han identificado cepas resistentes a 

la meticilina y a la vancomicina. También se han reportado cepas resistentes a beta-

lactámicos, aminoglucósidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas y macrólidos (Touaitia 

R et al., 2025). Este panorama conlleva una reducción de la eficacia de los 

tratamientos convencionales y limita las opciones terapéuticas disponibles. Esta 

problemática ha impulsado la búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas 

orientadas a reducir la resistencia a los antibióticos. Entre las alternativas 

prometedoras se encuentran los bacteriófagos, los probióticos, los prebióticos y los 

péptidos antimicrobianos de origen bacteriano (bacteriocinas) (Heinzinger et al., 

2023). 

Los péptidos antimicrobianos son moléculas pequeñas producidas de forma natural 

por diversos organismos que protegen al huésped frente a microorganismos 
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patógenos. Estos compuestos presentan actividad antimicrobiana de amplio 

espectro contra diversos microorganismos, incluyendo bacterias Gram positivas y 

Gram negativas, hongos y virus (Zhang et al., 2021). Los péptidos antimicrobianos 

son efectivos contra bacterias multirresistentes y se caracterizan por una baja 

probabilidad de desarrollar resistencia (Seo et al., 2012).  

Dentro de este grupo se encuentran las bacteriocinas, péptidos antimicrobianos 

termoestables, sintetizados por ribosomas, producidos por un grupo heterogéneo 

de bacterias Gram positivas que poseen actividad antimicrobiana contra bacterias, 

hongos, parásitos, virus e incluso contra estructuras naturales como los biofilms 

(Hernández et al., 2021). Dentro de la clasificación de las bacteriocinas, se destaca 

la nisina, un lantibiótico producido por Lactococcus lactis, ampliamente utilizado 

como conservante alimentario por su actividad frente a patógenos transmitidos por 

alimentos y por su capacidad para inhibir bacterias resistentes a los antibióticos 

(Charest et al., 2024). 

El presente estudio tiene como finalidad evaluar el efecto de la nisina sobre la 

viabilidad de S. aureus y determinar sus efectos en neumocitos tipo II A549 

infectados, contribuyendo al conocimiento de nuevas alternativas terapéuticas para 

el control del patógeno de importancia médica y veterinaria. 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1 Staphylococcus aureus 

 

La bacteria S. aureus fue descrita en 1880 por el cirujano Alexander Ogston, quien 

observó que la infección en heridas quirúrgicas era causada por esta bacteria, al 

observar un absceso de uno de sus pacientes al microscopio. En el año de 1884, el 

cirujano alemán Anton J. Rosenbach identificó dos cepas de Staphylococcus y las 

denominó de acuerdo con la pigmentación que producían: S. aureus, del latín 

“aurum”, para el pigmento color oro y Staphylococcus albus, del latín “albus” para el 

pigmento color blanco (Pasachova et al., 2019). 

 

2.1.1 Características generales  

 

 

En su morfología microscópica, son cocos Gram positivos en racimos, anaerobios 

facultativos, inmóviles, oxidasa negativos, no formadores de esporas y catalasa y 

coagulasa positivos. Mide entre 0,5 y 1,5 µm de diámetro y se caracteriza por 

presentar una estructura en agrupaciones irregulares, similares a racimos de uvas 

(Farhab et al., 2021). La pared celular de S. aureus consta de una capa gruesa de 

peptidoglicano y de ácidos teicoicos, que le confieren rigidez y mantienen la forma 

celular. La membrana celular está compuesta por una bicapa de fosfolípidos que 

actúa como barrera semipermeable para mantener concentraciones adecuadas de 

nutrientes y proteger a la bacteria frente a sustancias nocivas, como los antibióticos 

(Nikolic & Mudgil, 2023).  

2.1.2. Factores de virulencia 

 

S. aureus se caracteriza por poseer múltiples factores de virulencia (Tabla 1), que 

comprenden una amplia variedad de moléculas que la bacteria emplea para invadir 
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al huésped, evadir la respuesta del sistema inmunológico, formar biopelículas y 

establecer la infección (D. Wang et al., 2025)
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Tabla 1. Factores de virulencia de S. aureus 

Factor de 

virulencia 

Función Referencia 

Polisacáridos 

capsulares 

Los polisacáridos capsulares es una capa externa de azúcar que envuelve a la bacteria, 

pueden evadir la fagocitosis de S. aureus por las células del sistema inmune innato como 

neutrófilos y macrófagos, promoviendo la supervivencia intracelular y reducir la eficacia de 

agentes antimicrobianos. 

(Rao et al., 

2025) 

Formación de 

biopelículas 

(Biofilm) 

S. aureus secreta una sustancia polimérica extracelular (actuando como “pegamento” de 

proteínas y polisacáridos) que se adhieren a una superficie la cual ayudara a la célula 

bacteriana a resistir a cambios de temperatura, limitaciones de nutrientes y deshidratación  y 

la protege contra fármacos bacterianos. 

(Idrees et al., 

2021) 

Componentes de la superficie microbiana que reconocen MSCRAMM 

Proteínas de 

unión a la 

fibronectina 

Las proteínas de unión a la fibronectina (FnBPs) se expresan en la superficie celular de S. 

aureus durante su fase exponencial de crecimiento. Las adhesinas FnBPA y FnBPB, se unen 

a la fibronectina, una glicoproteína que está presente en el plasma sanguíneo y en la matriz 

extracelular de los tejidos del hospedador. La fibronectina interactúa con la integrina α5β1 

presente en la superficie de las células del hospedador, estableciendo un puente entre la 

bacteria y la célula hospedadora. Esta interacción favorece la adhesión y colonización 

bacteriana, además de promover la internalización de S. aureus en células no fagocíticas, 

por ejemplo, células epiteliales o los osteoclastos. Asimismo, las FnBPs participan en la 

(Speziale & 

Pietrocola, 

2020; 

Pasachova 

Garzón et al., 

2019; 

Alkuraythi, 

2024) 
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formación de biopelículas, lo que contribuye a la persistencia bacteriana y dificulta la 

eliminación de la infección. 

Proteínas de 

unión al 

fibrinógeno 

(factor a la 

aglutinación A y 

B) 

El factor de aglutinación de S. aureus, está constituido por proteínas de superficie bacteriana 

que se unan específicamente al fibrinógeno que es una proteína del plasma sanguíneo 

presente en el hospedador. Las proteínas del factor de aglutinación A (ClfA) y B (ClfB) 

facilitan la adhesión de la célula bacteriana a los tejidos del huésped al unirse al fibrinógeno 

(fg). Esta adhesión permite que S. aureus forme agregados bacterianos, resista a la 

eliminación inmunitaria y desarrolle infección. 

(Alkuraythi, 

2024) 

Proteína de 

unión a la 

elastina 

La elastina es una proteína de mayor abundancia en tejidos que requieren elasticidad, como 

los pulmones, la piel y los vasos sanguíneos. Al unirse a la elastina, se adhiere a los tejidos 

del huésped, lo que favorece el inicio de una infección. 

(Downer et 

al., 2002) 

Proteína de 

unión al 

colágeno (Cna) 

La proteína de unión a la bacteria permite a S. aureus adherirse al colágeno presente en 

tejidos del huésped, como el cartílago, el hueso, las articulaciones y las válvulas cardíacas. 

La Cna está asociada en enfermedades como endocarditis, artritis, osteomielitis, queratitis 

y mastitis.  

(Ross et al., 

2012) 

Toxinas extracelulares 

Hemolisinas α La hemolisina- α forma poros en la membrana conllevando a una lisis en las células del 

huésped principalmente queratinocitos, células endoteliales, monocitos, linfocitos T y 

plaquetas.  

(Seilie & 

Bubeck 

Wardenburg, 

2017)  
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Hemolisina β No forma poros en la membrana; cataliza la hidrólisis de la esfingomielina abundante en la 

capa externa de la membrana plasmática celular, cuya función es la señalización de 

membrana y de proteínas. La degradación de la esfingomielina conduce a la lisis de 

eritrocitos y neutrófilos, y a la muerte de linfocitos humanos. Las enfermedades asociadas a 

la hemolisina β son la queratitis, la mastitis y el daño pulmonar mediado por neutrófilos. 

(Jia et al., 

2024; 

Divyakolu et 

al., 2019) 

Hemolisina γ Crea poros en la membrana celular del huésped ocasionando la lisis de eritrocitos. Las 

enfermedades asociadas a hemolisina γ son artritis séptica y el síndrome de shock tóxico.  

(Divyakolu et 

al., 2019) 

Leucocidina 

Panton-

Valentine (PVL) 

Es una citotoxina extracelular que se une a la membrana de neutrófilos y monocitos, donde 

se produce la lisis celular. Las enfermedades asociadas con la leucocidina en humanos son 

forúnculos e infecciones cutáneas, neumonía hemorrágica necrotizante y fascitis 

necrotizante. 

(Hussain et 

al., 2022) 

Enterotoxinas 

Exfoliativa Son conocidas como toxinas epidermolíticas, que tienen especificidad para humanos, 

ratones, monos y hámsteres. Las toxinas exfoliativas son responsables de causar 

enfermedades como el síndrome de piel escaldada estafilocócica, dermatitis exfoliativa, 

pénfigo neonatal, enfermedad de Lyell y enfermedad de Ritter. Las toxinas inciden en la 

desmogleína 1, una glicoproteína importante que mantiene la adhesión célula-a-célula de 

los queratinocitos en la epidermis superficial.   

(Ladhani, 

2003) 

Toxina del 

síndrome del 

Es una exotoxina proteica, pertenece al grupo de superantígenos. La TSST-1 se une a las 

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad II (MHC-II) y a los receptores de 

linfocitos T, evadiendo el procesamiento del antígeno convencional. Esta interacción altera 

(Touaitia, 

Ibrahim, et 

al., 2025) 
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shock tóxico 

(TSST-1) 

la activación de los linfocitos T, lo que conduce a la liberación de citocinas proinflamatorias 

como TNF-α, IL-1 e IFN-γ. Esta liberación de citocinas causa fiebre alta, hipotensión, 

erupción cutánea, daño multiorgánico y choque toxico.  

Enzimas 

Coagulasa Es una proteína extracelular que se une a la protrombina. Causa la coagulación del plasma 

del huésped, provocando que el fibrinógeno se convierta en fibrina y la fibrina protege a S. 

aureus de la fagocitosis. Está asociada a enfermedades como la mastitis en animales, la 

formación de abscesos, la endocarditis y la neumonía.   

(Mlynarczyk-

Bonikowska 

& Rudnicka, 

2025; 

Javid et al., 

2018) 

Estafilocinasa La estafilocinasa es un factor de virulencia extracelular que interactúa con el plasminógeno, 

promoviendo la activación de plasmina, una enzima capaz de degradar la fibrina. Esto 

favorece a la ruptura de la red de fibrina que rodea al absceso, permitiendo la entrada de S. 

aureus a tejidos más profundos. 

(Bokarewa et 

al., 2006) 

Hialuronidasa Es una enzima bacteriana que degrada el ácido hialurónico del huésped. El ácido hialurónico 

es un disacárido que tiene gran abundancia en la piel, tejido esquelético, el cordón umbilical, 

pulmones, válvulas cardiacas, el cerebro y otros tejidos. 

(Ibberson et 

al., 2014) 

Lipasa La lipasa producida por S. aureus es una enzima perteneciente al grupo de las hidrolasas 

que actúa sobre los ésteres de glicerol. Tiene persistencia en la piel del huésped, ya que 

hidroliza lípidos, generando ácidos grasos utilizados como nutrientes, lo que permite a S. 

aureus sobrevivir en zonas sebáceas, y esta colonización se asocia con dermatitis atópica. 

(Tanaka et 

al., 2018) 
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Fosfolipasas La fosfolipasa (β-toxina) actúa hidrolizando el lípido esfingomielina presente en la membrana 

plasmática en ceramida y fosforilcolina. La β-toxina tiene la capacidad de lisar eritrocitos en 

ovinos.  

(Herrera et 

al., 2016) 

Proteasas S. aureus secreta dos tipos de proteasas de cisteína (estapofaína A y estapofaína B) , una 

proteasa de serina (V8) y una metaloproteinasa (aureolisina), con las que evaden la 

inmunidad del huésped al interactuar con neutrófilos, proteínas plasmáticas y péptidos 

antimicrobianos. 

(Pietrocola et 

al., 2017) 
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2.2 S. aureus puede infectar neumocitos tipo II A549 y causar 

neumonía  

 

Diversos estudios han descrito que S. aureus puede causar neumonía (Wang J. et 

al., 2019) demostraron que una cepa de S. aureus, FZHW001, aislada de conejos 

muertos, causó signos respiratorios y neumonía severa. Los pulmones de conejos 

infectados experimentalmente presentaron lesiones respiratorias graves. Además, 

el patógeno portaba 7 genes de virulencia y se clasificó como sensible a la meticilina 

(Wang J. et al., 2019). La aparición y diseminación de cepas resistentes de S. 

aureus constituyen un problema de salud pública desde el enfoque “Una sola 

Salud”, debido a la transmisión potencial de estas cepas entre animales, humanos 

y el ambiente. Goldmann et al. (2024) investigaron la capacidad de S. aureus para 

colonizar e internalizarse en células epiteliales humanas, utilizando como modelo la 

línea celular A549, ampliamente empleada como modelo de los neumocitos 

alveolares tipo II. Los autores demostraron que S. aureus es capaz de internalizarse, 

persistir y multiplicarse intracelularmente en células epiteliales pulmonares 

observando un aumento significativo en las 2 y 4 h post infección y determinaron 

que la interacción del factor de virulencia de S. aureus α-hemolisina (Hla) y la 

proteína caveolina-1 presente en la membrana de las células epiteliales es crucial 

para este proceso de internalización, permitiendo al patógeno evadir la degradación 

lisosomal y contribuir a la recurrencia de infecciones respiratorias (Goldman et al., 

2024). 
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2.3 Problemática de la resistencia antimicrobiana de S. aureus 

2.3.1 Definición de resistencia antimicrobiana 

 

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se define como la capacidad de los 

microorganismos, como bacterias, virus, hongos y parásitos, de sobrevivir y 

multiplicarse en presencia de agentes antimicrobianos que anteriormente eran 

eficaces para inhibirlos o matarlos (OMS, 2023). La problemática de las RAM 

representa una grave amenaza para la salud pública y animal, principalmente 

debido al uso no regulado de antimicrobianos en la medicina humana, la industria 

ganadera y la agricultura (Gonal et al., 2025).  

2.3.2 Resistencia antimicrobiana de S. aureus  

 

Particularmente, la resistencia antimicrobiana de S. aureus a la meticilina (MRSA) 

asociada al ganado se ha convertido en un riesgo crítico para la salud pública debido 

a su capacidad de transmisión a los humanos mediante el contacto directo, la 

cadena alimentaria y el entorno (Moldovan et al., 2026). 

 2.3.3. Afectación económica de S. aureus resistente a los antimicrobianos  

 

S. aureus resistente a los antimicrobianos representa una amenaza económica 

crítica para la medicina veterinaria y la producción pecuaria a nivel global, debido a 

su alto impacto en patologías como la mastitis bovina y diversas enfermedades 

respiratorias. Se estima que la resistencia antibacteriana en el ganado, donde S. 

aureus, contribuirá a una pérdida acumulada del PIB mundial en el sector pecuario 

de aproximadamente 570,000 millones de dólares para el año 2050, lo que señala 

al patógeno el impacto en los sistemas de producción, afectación de la seguridad 

alimentaria y estabilidad económica a nivel global (Forecasting the Fallout from 

AMR, 2024). 
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2.4 Alternativas terapéuticas prometedoras para el remplazo de 

antibióticos 

2.4.1 Péptidos Antimicrobianos 

 

Debido al incremento de la resistencia antimicrobiana, existe la necesidad urgente 

de buscar alternativas terapéuticas naturales con actividad antimicrobiana y con 

menor capacidad de generar resistencia, en contraste con los antibióticos 

convencionales. Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son moléculas pequeñas de 

12 a 60 aminoácidos, son secretados por diversos organismos; se han obtenido de 

animales, plantas, insectos e incluso de bacterias y hongos. Estas moléculas son 

anfifílicas, de naturaleza proteica y sintetizadas por el ribosoma (Olascoaga-Del 

Angel et al., 2019).  

Dentro de este grupo se encuentran las bacteriocinas, péptidos o proteínas 

bactericidas producidos por bacterias, principalmente ácido-lácticas, y por arqueas. 

Las bacteriocinas son moléculas catiónicas, cargadas positivamente, producidas 

por organismos fermentadores, anaerobios facultativos y tolerantes al ácido y son 

reconocidas como seguras (Darbandi et al., 2022). Las bacterias ácido-lácticas son 

microorganismos Gram positivos, no formadores de esporas, cocos o bacilos, 

catalasa negativos, tolerantes a los ácidos y fermentativos, productoras de ácido 

láctico como principal producto de la fermentación de azúcares (Mokoena, 2017). 

Las bacteriocinas tienen actividad antimicrobiana y pueden inhibir el crecimiento o 

provocar la muerte de otras bacterias (Cubillo-Komarovova et al., 2024). Además, 

presentan un gran potencial como conservador alimentario (Castellanos-Rozo et al., 

2022). 

2.4.2 Clasificación de las bacteriocinas 

 

Las bacteriocinas se clasifican según sus estructuras primarias, pesos moleculares, 

modificaciones postraduccionales y características genéticas. No existe una 

clasificación universalmente aceptada de las bacteriocinas; sin embargo, se 

reconocen cuatro clases (Tabla 2)  (Mokoena, 2017). 
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Tabla 2. Clasificación de las bacterias ácido-lácticas  

Clase Características principales  Subclases Organismos productores Referencia 

Clase I 

(lantibióticos) 

Tienen peso molecular 

inferior a (5 kDa), 

termoestables. Tiene una 

alta proporción de 

aminoácidos como la 

lantionina y la β-

metilantionina. 

Clase Ia (lantibióticos) 

Clase Ib 

(laberintopeptinas) 

Clase Ic (sanctibióticos) 

*Lactobacillus lactis subsp. 

lactis 

*Leuconostoc gelidium 

*Enterococcus faecium 

*Lactobacillus helveticus 

 

(Hernández-

González et al., 

2021; 

Mokoena, 2017) 

Clase II (no 

lantibióticos) 

Péptidos de bajo peso 

molecular (<10kDa), de 25 a 

70 aminoácidos sin 

modificar.  

Clase IIa (pediocin) 

Clase IIb (dos péptidos) 

Clase IIc (cíclicas) 

Clase IId (lineales de un 

solo péptido) 

*Pediococcus acidilactici 

*Lactobacillus sakei 

*Lactoccous lactis 

*Enterococcus fecalis 

 

(Bédard & Biron, 

2018; 

Bahrami et al., 

2024) 

Clase III 

(péptido no 

modificado) 

Péptidos de alto peso 

molecular (>30 kDa) y son 

termolábiles. 

Clase llla (bacteriolisina) 

Clase IIIb (no lítica) 

Clase IIIc (tailocina) 

*Bacillus megaterium 

*Klebsiella pneumoniae 

*Lactobacillus helveticus 

*Enteroccocus fecalis 

(Negash & Tsehai, 

2020; 

Putri et al., 2024) 
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2.5 Nisina 

 

La nisina es una bacteriocina polipeptídica, catiónica, hidrofóbica y termoestable 

perteneciente a la clase I (lantibióticos), y se sintetiza por el ribosoma; es producida 

por cepas de Lactococcus lacti subs. lactis, comprende 34 aminoácidos y contiene 

cuatro aminoácidos: deshidrolanina, deshidrobutirina, lantionina y β-metil-lantionina 

(Batista et al., 2022). Se caracteriza por incluir aminoácidos con carga positiva, que 

interactúan con los fosfolípidos con carga negativa de la membrana celular de 

bacterias susceptibles (Chan et al., 2023). 

La nisina fue considerada segura para su uso en alimentos por la FAO y la OMS en 

1969, y en 1983 fue aprobada por la FDA como segura para su uso en productos 

pasteurizados y quesos procesados para inhibir el crecimiento de Clostridium 

botulinum (Jozala et al., 2015). Se caracteriza por un amplio espectro de acción 

contra bacterias Gram positivas de los géneros Lactococcus, Streptococcus, 

Staphylococcus, Pediococcus, Listeria, Bacillus, Clostridium y Mycobacterium 

(Małaczewska & Kaczorek-Łukowska, 2021). 

El mecanismo de acción de la nisina consta de múltiples etapas que afectan 

directamente la pared bacteriana, principalmente en bacterias Gram positivas. 

Inicialmente, se une al lípido II, un precursor esencial de la síntesis del 

peptidoglicano de la pared celular. Posteriormente, el complejo nisina-lípido II 

favorece la formación de poros en la membrana citoplasmática, lo que provoca una 

caída de la fuerza motriz de los protones, la fuga de metabolitos intracelulares y, 

finalmente, la muerte de la célula bacteriana (Figura 1) (Setiarto et al., 2023).  

 

Aplicaciones de la nisina  
 

2.5.1 Industria alimentaria  

La nisina se ha utilizado como conservante natural de alimentos, ya que tiene la 

capacidad de inhibir infecciones transmitidas por alimentos, incluidas Listeria 
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monocytogenes y S. aureus, lo que puede prolongar su vida útil y conservarlos, 

como en productos lácteos, cárnicos y de pescado (R. Wang et al., 2023). 

2.6 Aplicaciones biomédicas  

2.6.1 Nisina como antimicrobiano 

La nisina es una bacteriocina eficaz como antimicrobiano frente a bacterias Gram 

positivas, a concentraciones nanomolares. Se ha reportado que la nisina tiene 

actividad contra la mastitis, infecciones respiratorias, gastrointestinales y cutáneas 

tanto en humanos como en animales (Shin et al., 2016). Un estudio demostró que 

la nisina es altamente efectiva contra S. aureus y Streptococcus agalactiae en 

infusiones intramamarias en bovinos con mastitis subclínica causada por dichos 

agentes, donde se logró un alto índice de recuperación superior al 90% en 

estreptococos y se redujo el conteo de células somáticas en la leche (Wu et al., 

2007).  

2.6.2 Nisina con efecto anticancerígeno 

 

Por otra parte, los péptidos antimicrobianos han demostrado ser agentes 

prometedores para el tratamiento del cáncer, en los que se han observado efectos 

citotóxicos de la nisina mediante la inducción de la apoptosis selectiva en células 

tumorales humanas, incluyendo células de cáncer cervical, hematológico, 

colorrectal, de piel y hepatocelular (Mohammadi et al., 2024). 

2.6.3 Nisina en la microbiota intestinal 

 

La nisina puede influir en la microbiota intestinal y controlar patógenos específicos 

asociados a enfermedades intestinales crónicas. Recientemente, se evidenció que 

la nisina, cuando se suplementa en la dieta de las aves de corral, modula de manera 

beneficiosa la ecología gastrointestinal y mejora el crecimiento (Field et al., 2023). 

2.6.4 Nisina como inmunomodulador  

 



 
 

17 

Interesantemente, la nisina también puede ejercer un efecto inmunomodulador 

multifactorial que resulta en combatir infecciones de forma directa, actuando a 

través de la regulación de citocinas y la modulación de células del sistema inmune 

innato (monocitos, macrófagos y neutrófilos), así como células del sistema inmune 

adaptativo (linfocitos B y T) (Tavares et al., 2024). 

 

2.7 Mecanismo de acción de la nisina frente a bacterias  

 

El mecanismo de acción que posee la nisina consta de múltiples etapas, la cual 

afecta directamente a la integridad de la célula bacteriana, especialmente de 

bacterias Gram positivas:  

 

Figura 1. Mecanismo de acción de la nisina en bacterias. Consta de múltiples etapas que afectan la 
integridad de la célula bacteriana, especialmente en las bacterias Gram positivas. 1. Unión al lípido II: el primer 
paso fundamental es la formación de un complejo entre la nisina y el lípido II de la pared bacteriana . 2. 
Formación de poros: el contacto directo de este complejo entre la nisina y el lípido II con la membrana 
citoplasmática de la célula altera su estabilidad, lo que da lugar a la formación de poros en la membrana. 3. 
Disminución de la fuerza motriz de los protones (PMF): La formación de estos poros provoca una caída de la 
PMF, necesaria para el metabolismo celular. 4. Fuga de componentes intracelulares: Debido a la pérdida de la 
membrana, las moléculas intracelulares se filtran hacia el exterior, mientras que sustancias extracelulares 
pueden entrar de forma descontrolada a la célula. Esto detiene la capacidad de crecimiento de las células 
bacterianas sensibles y, finalmente, provoca su muerte (Setiarto et al., 2023).  
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III. ANTECEDENTES 

 

La nisina es un péptido antimicrobiano perteneciente al grupo de los antibióticos de 

la clase I, producido por la bacteria Gram positiva de Lactococcus lactis  (Shin et al., 

2016). Este péptido antimicrobiano se ha utilizado en aplicaciones de conservación 

alimentaria, sin embargo, la investigación de la nisina en los últimos años se ha 

expandido al campo biomédico, con aplicaciones antimicrobianas, contra el cáncer 

y en enfermedades bucales (Tavares et al., 2024).  

Diversos estudios han reportado el efecto de la nisina como agente antimicrobiano, 

donde Zhu y colaboradores (2021), reportaron que la nisina posee efecto 

antimicrobiano frente a Streptococcus suis in vitro, donde determinaron que las CMI 

fueron de 0.12 μg/mL a 4 μg/mL y las CMB fue de 0.25 μg/mL a 8.0 μg/mL, al igual 

que observaron mediante la microscopia electrónica que la nisina destruye la 

integridad de la membrana celular bacteriana de S. suis, donde hay fuga de 

contenido intracelular y lisis celular (Zhu et al., 2021). 

Por otro lado, Jensen y colaboradores en el 2020, evaluaron cepas de S. aureus 

pertenecientes a productos alimenticios como son productos de cerdo y pollo, 

determinaron que la concentración mínima inhibitoria de la nisina fue de 6.4-12.8 

μg/mL (Jensen et al., 2020). 

Cunha y colaboradores en el 2019, evaluaron las concentraciones mínimas 

inhibitorias y bactericidas de la nisina frente a enterococos aislados en perros con 

periodontitis, donde los valores de la CMI oscilaron de 8.5 y 26.75 μg/mL y sus 

valores de la CMB fueron 5 veces superiores a los de la CMI, donde el valor 

promedio de la CMB fue de 66.63 ± 19.55 μg/mL y un aislado de presento una CMB 

superior a 100 μg/mL de nisina (Cunha et al., 2018).  

Aunque diversos estudios han demostrado la actividad antimicrobiana de la nisina 

frente a S. aureus y otros patógenos Gram positivos, así como su baja citotoxicidad 

en neumocitos tipo II A549, existe información limitada sobre su efecto en modelos 

de infección pulmonar por S. aureus. En particular, se desconoce si la nisina puede 

reducir la carga bacteriana asociada a los neumocitos tipo II A549 sin afectar la 
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viabilidad celular. Por ello, resulta necesario evaluar el efecto de este péptido 

antimicrobiano en células A549 infectadas por S. aureus. 
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IV. JUSTIFICACIÓN 

 

S. aureus es un patógeno oportunista y zoonótico que puede causar diversas 

enfermedades, como mastitis bovina, infecciones respiratorias, dermatitis, 

abscesos, septicemias y enfermedades posquirúrgicas, lo que genera pérdidas 

económicas importantes y afecta el bienestar animal. Uno de los principales 

desafíos de esta bacteria es su resistencia a los antibióticos, lo que provoca el 

fracaso del tratamiento con antibióticos convencionales. Por ello, es necesario 

buscar alternativas naturales con actividad antimicrobiana y menor posibilidad de 

desarrollar resistencia. Las bacteriocinas son moléculas sintetizadas de forma 

ribosomal por bacterias, con actividad antimicrobiana y menor probabilidad de 

generar resistencia debido a su naturaleza peptídica. Este trabajo busca evaluar la 

nisina como péptido antimicrobiano con capacidad bactericida contra S. aureus y 

determinar sus efectos en un modelo de neumocitos tipo II A549 infectados. Los 

resultados permitirán generar conocimiento sobre nuevas alternativas terapéuticas 

para el control de patógenos de importancia médica y veterinaria. 
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V. HIPÓTESIS 

 

La nisina inhibe el crecimiento de S. aureus y, en neumocitos tipo II A549 infectados, 

disminuye la sobrevida bacteriana, preserva la viabilidad celular y modula la 

producción de especies reactivas de oxígeno. 
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VI. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la actividad antimicrobiana de la nisina contra S. aureus y determinar su 

efecto sobre la viabilidad celular y la producción de especies reactivas de oxígeno. 

VII. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Determinar el perfil de resistencia y susceptibilidad a antimicrobianos de S. 

aureus ATCC 29740. 

• Determinar la concentración mínima bactericida de la nisina contra S. aureus. 

• Evaluar el efecto citotóxico de la nisina en neumocitos tipo II A549 mediante 

ensayos de viabilidad celular. 

• Demostrar el efecto antimicrobiano de la nisina en neumocitos tipo II A549 

infectadas por S. aureus mediante ensayos de replicación. 

• Determinar si la nisina modula la expresión de especies reactivas de oxígeno 

en neumocitos tipo II A549. . 

 

 

  



 
 

23 

VIII.  METODOLOGÍA 

8.1 Líneas celulares 

 

La línea celular de neumocitos tipo II A549 (ATCC CLL-185) fue obtenida de tejido 

pulmonar humano y mantenida a 37 °C y 5% de CO2 en medio Ham’s F12 (Gibco, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) suplementado con suero fetal 

bovino (SFB; Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU) al 10% y con 

una mezcla de antibióticos (10,000 UI/mL de penicilina y 10 mg/mL de 

estreptomicina; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.).  

 

8.2 Bacteria 

 

En este estudio se utilizó la cepa 29740 de Staphylococcus aureus. La bacteria se 

cultivó en caldo de infusión de cerebro-corazón (BHI; MDC Lab, Ciudad de México, 

México) hasta alcanzar la fase de crecimiento logarítmica.  

 

8.3 Preparación de nisina  

 

Se preparó la nisina de Lactococcus lactis (GoldBio, St. Louis, MO, EE. UU.) a 15 

mg/mL en agua bidestilada estéril con 0.05 % de ácido acético, hasta diluir en un 

microtubo estéril de 1.5 mL, obteniéndose una concentración final de 15 mg/mL. Se 

hicieron diluciones 1:10, en las que se tomaron 50 μL de la primera dilución de nisina 

y se colocaron en otro microtubo estéril de 1.5 mL con 450 μL de agua bidestilada 

estéril y 0.05 % de ácido acético, hasta diluir, obteniendo una concentración de 1.5 

μg/μL. 
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8.4 Suspensión bacteriana de trabajo para concentración mínima 

bactericida 

 

Para preparar la solución bacteriana de trabajo, se tomó 1 mL de bacteria en fase 

de crecimiento logarítmica en un microtubo estéril de 1.5 mL y se centrifugó en la 

microcentrífuga a 13,000 rpm durante 5 min. Se retiró el sobrenadante y el pellet 

bacteriano se lavó tres veces con solución salina balanceada de Hanks (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Finalmente, se ajustó la bacteria con PBS 

(Solución salina tamponada con fosfatos) al 0,5 del nefelómetro de McFarland. 

 

8.5 Suspensión bacteriana de trabajo para infección celular 

 

En todos los ensayos realizados se utilizó la bacteria en fase de crecimiento 

logarítmica. Se colocó 1 mL del cultivo bacteriano en un microtubo estéril de 1.5 mL 

y se centrifugó en la microcentrífuga a 13,000 rpm durante 5 min; se retiró el 

sobrenadante y se lavó el pellet bacteriano con solución salina balanceada de 

Hanks. Después de realizar tres lavados con Hanks, el pellet bacteriano se 

suspendió en PBS hasta ajustar la turbidez al número 1 del nefelómetro de 

McFarland.  

 

8.6 Perfil de resistencia y sensibilidad de S. aureus a 

antimicrobianos 

 

La sensibilidad antimicrobiana de la cepa S. aureus ATCC 29740 se determinó 

mediante la técnica de difusión en agar (Kirby-Bauer), siguiendo los criterios 

estandarizados del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Se utilizó la 

suspensión bacteriana ajustada con PBS al estándar 0.5 del nefelómetro de 

McFarland (1.5 x 108 UFC/mL). Posteriormente, se realizó una siembra en la 

superficie de placas de agar Mueller-Hinton (BD Bioxon®, México) con un hisopo 
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estéril. Posteriormente se colocaron discos de antibióticos del sistema comercial 

Multibac I.D para bacterias Gram positivas (PT34®, México), los cuales fueron 

colocados individualmente. Se incubaron en condiciones aerobias a 35 °C durante 

18 h. 

 

8.7 Determinación de la concentración mínima bactericida y 

sobrevida relativa 

 

Para determinar la concentración mínima bactericida (CMB) de nisina frente a S. 

aureus, se emplearon 7.5 x 10⁶ bacterias, las cuales fueron tratadas a distintas 

concentraciones del péptido antimicrobiano (12.5, 25, 30 y 40 μg/mL). Se incluyeron 

bacterias sin tratamiento como control positivo y bacterias inactivadas por calor 

como control negativo. El ensayo se realizó en microtubos de 1.5 mL, en los que se 

añadieron 150 μL de caldo BHI y 50 μL de la suspensión bacteriana ajustada a 0.5 

del nefelómetro de McFarland. Los microtubos se incubaron a 37 °C durante 24 h. 

Posteriormente, se sembraron 10 μL de cada condición en agar BHI. El crecimiento 

bacteriano se evaluó mediante la medición de la densidad óptica a 600 nm (DO₆₀₀) 

en un espectrofotómetro (BioTek Instruments, Winooski, VT, EE. UU.) y se 

determinó el porcentaje de viabilidad bacteriana utilizando la siguiente fórmula: 

%Viabilidad =
DO600,  𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜

DO600 , 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙

× 100 

 

8.8 Monocapas celulares para MTT y NBT  

 

A botellas de cultivo celular confluentes se les retiró el medio de cultivo, se les 

adicionaron 2 mL de verseno-tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y se 

incubaron a 37 °C y 5 % de CO₂ durante 5 min. Las células desprendidas se 

transfirieron a tubos estériles de 15 mL y se les agregó medio F12, con el mismo 

volumen de verseno-tripsina utilizado. La suspensión celular se centrifugó a 1500 
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rpm durante 5 min. El botón celular se resuspendió en un volumen conocido de F12. 

Se tomó una alícuota de las células; posteriormente, se tiñeron con azul tripano al 

0.4 % y se cuantificaron en una cámara de Neubauer. Se colocaron 40,000 células 

por pozo en una placa de cultivo celular de 96 pozos. Las monocapas se incubaron 

a 37 °C y 5 % de CO₂ durante 24 h y a cada pozo se le colocaron las 

concentraciones de 12.5, 25, 30, 40, 60, 100, 200 y 300 μg/mL de nisina posteriores 

a las 24 h. Para el control negativo se agregó ácido ursólico a una concentración de 

10 μg/μL.  

 

8.9 Preparación MTT  

 

Se preparó una solución de stock de MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (Gold Biotechnology, St. Louis, MO, EE. UU.) a 5 mg/mL en solución 

de Hanks. La solución se disolvió por completo, se esterilizó por filtración a través 

de una membrana de nylon de 0.22 μm, se cubrió de la luz y se conservó refrigerada 

a 4 °C.  

 

8.10 Ensayo de viabilidad por el método de MTT 

 

Para determinar la viabilidad celular, se realizaron monocapas celulares en placas 

de 96 pozos con una densidad de 40,000 células por cada pozo y se incubaron por 

24 h para su adhesión. Posteriormente, se adicionaron diferentes concentraciones 

de nisina: 12.5, 25, 30, 40, 60, 100, 200 y 300 μg/mL por triplicado. Como control 

negativo, se emplearon células sin tratamiento y, como control positivo, células 

tratadas con 5 μL ácido ursólico (10 μg/μL). Posteriormente, las monocapas 

celulares se incubaron a 37 °C y 5 % de CO2 durante 24 h. Transcurrido el tiempo 

de incubación, el medio de cultivo se desechó para eliminar la nisina, se añadieron 

50 μL de MTT (5 mg/mL) y se incubó durante 3 h. Al finalizar el tiempo de incubación, 

se retiró el MTT, se adicionaron 100 μL de DMSO (dimetilsulfóxido, Bio Basic Inc., 
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Canadá) y se resuspendió uniformemente en cada pozo. Finalmente se registró la 

lectura de la placa en el espectrofotómetro (BioTek Instruments, Winooski, VT, EE. 

UU.) a una longitud de onda de 490 nm (DO490). Los resultados se expresaron como 

porcentaje de viabilidad celular con respecto al control negativo, con la siguiente 

fórmula:   

%Viabilidad =
DO490,  𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜

DO490,  𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙

× 100 

 

8.11 Preparación NBT  

 

Se preparó en oscuridad una solución de NBT (nitroazul de tetrazolio) MCE 

(MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, EE. UU.) a 1.6 mg/mL en solución de 

Hanks; una vez solubilizada, se filtró a través de una membrana de 0.22 μm para 

esterilizarla. Una vez estéril, el NBT se cubrió con luz y se conservó a 4 °C.  

 

8.12 Ensayo de producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

 

Para determinar ROS mediante el método de NBT, se realizaron monocapas 

celulares en placa de 96 pozos con una densidad de 40,000 células por pozo, las 

cuales se incubaron por 24 h para su adhesión. Posteriormente, las células se 

trataron con 12.5, 25, 30, 40, 60, 100, 200 y 300 μg/mL de nisina y como control 

positivo se utilizaron células sin tratamiento. Las placas se incubaron a 37 °C y 5 % 

de CO2 durante 24 h. Después del periodo de incubación, se retiró el medio de 

cultivo para eliminar los restos de nisina y se agregó 100 μL de NBT a cada pozo y 

se incubo por 45 minutos a 37° C y 5 % de CO2. Posteriormente, se retiró el NBT y 

se realizaron 2 lavados con solución salina Hanks estéril, y se adicionaron 108 μL 

de KOH y 92 μL de DMSO (Bio Basic Inc., Canadá) y se resuspendió de manera 

uniforme en cada pozo para solubilizar los cristales de formazán. Finalmente, la 
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placa se leyó en el espectrofotómetro (BioTek Instruments, Winooski, VT, EE. UU.) 

a 630 nm (DO630). Los resultados se normalizaron con respecto al grupo control para 

obtener las unidades relativas de ROS, de acuerdo con la siguiente ecuación: 

 𝑅𝑂𝑆(𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎𝑠) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎  𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎  𝑑𝑒𝑙  𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 

 

8.13 Infección celular 

 

Se realizaron monocapas en una placa de cultivo celular de 24 pozos con una 

densidad de 250,000 células por pozo. Tras 24 h de incubación a 37 °C con 5 %, la 

monocapa se lavó 3 veces con solución salina de Hanks estéril para eliminar células 

no adheridas; posteriormente, a cada pozo se le adicionaron 500 μL de la 

suspensión bacteriana a una multiplicidad de infección (MOI) de 1:10 en medio F12 

con 1 % de SFB y sin antibióticos. Las células se incubaron a 37 °C con 5 % de CO2 

y se siguió la cinética de infección durante 3 h. Después de 3 h de infección, se 

lavaron con solución de Hanks tres veces en cada pozo y se agregaron 500 μL de 

medio F12 (suplementado con 1 % de SFB) y cada una de las concentraciones de 

nisina: 0, 12.5, 25, 50, 100, 200 y 300 μg/mL. 

 

8.14 Lisis celular 

 

Tras 24 h del tratamiento de las células infectadas con nisina, se realizaron 3 

lavados con solución de Hanks en cada pozo. Posteriormente, se agregaron 500 μL 

de SDS al 0.25 % y 500 μL de albúmina al 4 %. Cada lisado se colocó en un tubo 

de microcentrífuga estéril de 1.5 mL y se guardó a -20 °C para su posterior 

sembrado. 
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8.15 Diluciones para las unidades formadoras de colonia de S. 

aureus en la infección celular 

 

Se realizaron diluciones seriadas a partir de los lisados de las células infectadas. Se 

realizaron diluciones seriadas 1:10. Se tomaron 20 μL del lisado y 180 μL de PBS; 

esta es la dilución 10-1. Después, se tomaron 20 μL de la dilución 10-1 y se diluyeron 

en 180 μL de PBS; esta fue la dilución 10-2. Finalmente, se tomaron 20 μL de la 

dilución 10-1 y se diluyeron en 180 μL de PBS; esta es la dilución 10-3.  

 

8.16 Unidades Formadoras de Colonia 

 

El conteo de unidades formadoras de colonia se realizó en placas de agar BHI, se 

sembraron por la técnica de microgoteo 10 μL de cada dilución por duplicado. Las 

placas se incubaron durante 24 horas y se realizó el conteo celular de cada 

condición experimental al microscopio estereoscópico. 

 

8.17 Análisis estadístico  

 

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante un análisis de varianza de 

una vía (ANOVA), seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Tukey, 

aplicado a los ensayos de concentración mínima bactericida (CMB), citotoxicidad 

(MTT), producción de especies reactivas de oxígeno (NBT) y cuantificación de 

unidades formadoras de colonia (UFC) en el modelo de infección de neumocitos 

tipo II A549 por Staphylococcus aureus. Los análisis se llevaron a cabo utilizando el 

software GraphPad Prism versión 8.0 (64-bit; GraphPad Software, San Diego, CA, 

EE. UU.), considerando diferencias estadísticamente significativas cuando p < 0.05. 
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IX. RESULTADOS  

9.1 Perfil de resistencia y susceptibilidad de S. aureus ATCC 29740 

 

Para conocer el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de S. aureus ATCC 29740 

frente a diferentes antibióticos, se realizaron ensayos mediante el método de 

difusión en disco (Kirby-Bauer). Los resultados muestran que S. aureus ATCC 

29740 es resistente a ampicilina, cefotaxima, dicloxacilina y penicilina. De acuerdo 

con el perfil de resistencia antimicrobiana, S. aureus ATCC 29740 puede clasificarse 

como una cepa resistente a los antibióticos β-lactámicos. Mientras que es sensible 

a ciprofloxacina, tetraciclina, clindamicina, eritromicina, cefalotina, 

sulfas/trimetoprima, gentamicina y vancomicina (Figura 2). Lo que indica que no 

presenta un perfil de multirresistencia. 
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Figura 2. Antibiograma de S. aureus ATCC 29740. Se inocularon placas de agar Mueller–Hinton con una 

suspensión bacteriana de 1.5 x 10⁸ UFC/mL de S. aureus ATCC 29740. Posteriormente, se colocaron discos 

de 12 antibióticos diferentes y las placas se incubaron durante 18 h. A) Halos de inhibición de los antibióticos 

ampicilina (AM), cefalotina (CF), ciprofloxacina (CPF) y cefotaxima (CFX). B) Halos de inhibic ión de los 

antibióticos clindamicina (CLM), dicloxacilina (DC), eritromicina (E) y gentamicina (GE).  C) Halos de inhibición 

de los antibióticos penicilina (PE), tetraciclina (TE), sulfas/trimetoprim (STX) y vancomicina (VA). Se observa 

ausencia de halo para penicilina (PE) y doxiciclina (DC). En los antibióticos cefotaxima (CFX) y ampicilina (AM) 

se observa un halo de inhibición reducido de 11 mm y 16 mm, respectivamente. Las imágenes mostradas 

corresponden a uno de dos ensayos independientes realizados bajo las mismas condiciones experimentales. 
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Los halos de inhibición correspondientes a los antibióticos a los que la cepa fue 

susceptible oscilaron entre 16 y 30 mm, en contraste con los antibióticos resistentes, 

en los cuales no se observó halo de inhibición o este fue ≤16 mm (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Antibiograma de S. aureus ATCC 29740 

 

Antibiótico Abreviatura Halo (mm) Interpretación 

Ciprofloxacina CPF 31 ± 0 Sensible (S) 

Tetraciclina TE 30 ± 0 Sensible (S) 

Clindamicina CLM 28 ± 8 Sensible (S) 

Eritromicina E 25 ± 2 Sensible (S) 

Cefalotina CF 21.5 ± 0.5 Sensible (S) 

Sulfas/Trimetoprima STX 24 ± 8 Sensible (S) 

Gentamicina GE 21.5 ± 0.5 Sensible (S) 

Vancomicina VA 17 ± 2 Sensible (S) 

Ampicilina  AM 16 ± 0 Resistente (R) 

Cefotaxima CFX 13.5  ± 12.5 Resistente (R) 

Dicloxacilina DC 0 ± 0 Resistente (R) 

Penicilina  PE 0 ± 0 Resistente (R) 
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9.2 Determinación del efecto antimicrobiano y la concentración 

mínima bactericida de la nisina contra S. aureus 

 

Para determinar el efecto antimicrobiano de la nisina y la CMI de S. aureus, las 

bacterias fueron tratadas con 12.5, 25, 30 y 40, μg/mL de nisina. Los resultados 

mostraron una reducción significativa del crecimiento bacteriano desde la 

concentración más baja de 12.5 μg/mL en comparación con el control no tratado. 

Además, se evidenció que el efecto de la nisina sobre el crecimiento de S. aureus 

depende de su concentración, ya que el crecimiento bacteriano disminuye 

gradualmente a medida que aumenta dicha concentración. El análisis de 

concentración-respuesta permitió calcular la concentración inhibitoria al 50 % (IC50) 

de 16.38 μg/mL la cual reduce el 50% del crecimiento bacteriano (Figura 3). 

Asimismo, a 30 μg/mL se observó ausencia de crecimiento bacteriano en placa, lo 

que sugiere una actividad bactericida de la nisina frente a S. aureus (Figura 4). 

Figura 3. Efecto de la nisina sobre la sobrevida bacteriana de S. aureus. Se incubaron 7.5 x 10⁶ UFC/mL 

de S. aureus con diferentes concentraciones de nisina (12.5, 25, 30, 40, 60, 100 y 200 μg/mL), bacteria muerta 
(BM) a 7.5 × 10⁶ UFC/mL (control positivo) y sin tratamiento (control negativo). La IC50 fue de 16.38 μg/mL. Los 
datos se presentan como la media ± desviación estándar de tres experimentos independientes. Los asteriscos 
(*) indican diferencias significativas respecto al grupo de control no tratado (p < 0.05; ****p < 0.0001).  
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Figura 4. Efecto bactericida de la nisina sobre S. aureus. Se trataron 7.5 x 10⁶ UFC/mL de S. aureus con 
diferentes concentraciones de nisina (12.5, 20, 25, 30, 40 y 60 μg/mL) durante 24 h. Tras el tratamiento, las 
bacterias se sembraron en agar BHI y se incubaron durante 24 h para evaluar el crecimiento bacteriano. La 
imagen corresponde a un experimento representativo de tres ensayos independientes. 
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9.3 Efecto de la nisina sobre la viabilidad en neumocitos tipo II A549 

 

Para evaluar si el tratamiento con nisina provoca un efecto citotóxico, se cultivaron 

neumocitos tipo II A549 en diferentes concentraciones de nisina (12.5, 25, 30, 40, 

60, 100, 200 y 300 μg/mL). Los resultados evidenciaron que la nisina no presenta 

efecto citotóxico, incluso a las concentraciones más altas. El porcentaje de viabilidad 

celular en todos los tratamientos se mantuvo cercano al de las células sin 

tratamiento, sin presentar una disminución significativa respecto al control de 

citotoxicidad (células tratadas con ácido ursólico) (Figura 5). 

    

Figura 5. Efecto de la nisina sobre la viabilidad de los neumocitos tipo II A549. Se trataron 40,000 

neumocitos tipo II A549 con diferentes concentraciones (12.5, 25, 30, 40, 60, 100, 200 y 300 μg/mL); como 

control negativo se utilizaron células sin tratamiento y como control positivo de citotoxicidad , células tratadas 

con ácido ursólico (AU). Los datos representan la media ± el error estándar de la media de los tres experimentos 

independientes realizados por triplicado. Los asteriscos (****) indican diferencias significativas respecto al 

control positivo (p<0.0001). 
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Para evidenciar los efectos microscópicos de la nisina sobre la morfología y la 

integridad de la monocapa celular, se obtuvieron micrografías de células tratadas 

con diferentes concentraciones del péptido antimicrobiano. Interesantemente, los 

resultados demostraron que las células tratadas con nisina, desde la concentración 

más baja (12.5 μg/mL) hasta la más alta (300 μg/mL), conservaron una monocapa 

confluente, sin pérdida de continuidad celular, de la adherencia ni de alteraciones 

morfológicas. Las células se observaron alargadas, con morfología fusiforme, sin 

cambios respecto de las células sin tratamiento (Figura 6A-6I). En contraste, en las 

células tratadas con AU (control de citotoxicidad), estas se encuentran 

redondeadas, desprendidas y con una disminución de la confluencia celular (Figura 

6J). 
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Figura 6. Micrografías de los neumocitos tipo II A549 tratados con nisina. Se cultivaron neumocitos tipo II 
A549 en monocapa y se expusieron a diferentes concentraciones de nisina: A) células sin tratamiento (control 
negativo), B) 12.5 μg/mL, C) 25 μg/mL, D) 30 μg/mL, E) 40 μg/mL, F) 60 μg/mL, G) 100 μg/mL, H) 200 μg/mL, 
I) 300 μg/mL y J) ácido ursólico (AU;10 μg/μL) control de citotoxicidad (control positivo). Las micrografías se 
capturaron con un microscopio invertido a un aumento de 20x. Las imágenes corresponden a un experimento 
representativo de tres ensayos independientes. 
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9.4 Efecto de la nisina sobre la replicación bacteriana de S. aureus 

en neumocitos tipo II A549 

 

Para determinar el efecto antimicrobiano de la nisina en un modelo de neumocitos 

tipo II infectados por S. aureus, se realizaron ensayos de replicación. Las células se 

infectaron por 3 h y se trataron con 12.5, 25, 50, 100, 200 y 300 μg/mL de nisina 

durante 24 h. Los resultados demostraron que el tratamiento con el péptido 

antimicrobiano redujo significativamente la carga bacteriana de S. aureus en 

neumocitos tipo II A549 infectadas. El tratamiento con nisina disminuyó 

marcadamente la carga bacteriana desde la concentración más baja (12.5 μg/mL) 

y, a partir de 50 μg/mL, las unidades formadoras de colonia descendieron a valores 

cercanos a 0. A concentraciones de 200–300 μg/mL no se cuantificaron colonias 

viables. Por el contrario, las células sin tratamiento presentaron una carga 

bacteriana de hasta 106 UFC/mL (Figura 7). Los resultados demostraron que la 

nisina puede contribuir a la reducción de la caga bacteriana a partir de las 

concentraciones más bajas, y eliminar al patógeno sin comprometer la viabilidad de 

los neumocitos tipo II A549.  
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Figura 7. Efecto antimicrobiano de la nisina sobre la replicación de S. aureus en neumocitos tipo II A549. 

Se infectaron 250,000 células de neumocitos tipo II A549 por S. aureus durante 3 h. Posteriormente fueron 

tratadas con nisina (12.5, 25, 50, 100, 200 y 300 μg/mL) durante 24 h. Como control positivo, se utilizaron células 

infectadas no tratadas. Se evaluó la carga bacteriana mediante el recuento de UFC/mL. Los datos representan 

la media ± el error estándar de la media de tres experimentos independientes.   
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Para corroborar el efecto antimicrobiano microscópico de la nisina sobre la infección 

celular, se tomaron micrografías con un microscopio invertido a un aumento de 20x 

(Figura 8). Se observaron cambios morfológicos en los neumocitos tipo II A549 

infectadas con S. aureus, en contraste con las células tratadas con nisina a las 

concentraciones de 12.5, 25, 50, 100, 200 y 300 μg/mL.  
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Figura 8. Micrografías de neumocitos tipo II A549 infectados por S. aureus y tratadas con nisina. Se 

infectaron 250,000 neumocitos tipo II A549 por S. aureus durante 3 h. Posteriormente fueron tratadas con nisina 

(12.5, 25, 50, 100, 200 y 300 μg/mL) durante 24 h y se observaron al microscopio 20x. A) Células sin tratamiento 

(Control negativo), B)12.5 μg/mL, C) 25 μg/mL, D) 50 μg/mL, E) 100 μg/mL, F) 200 μg/mL y G) 300 μg/mL.  
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9.5 Efecto de la nisina en la producción de especies reactivas de 

oxígeno en neumocitos tipo II A549 

Para evaluar si la nisina modula la expresión de ROS, y si está podría contribuir a 

la disminución de la carga bacteriana en el modelo de infección celular, se midió la 

producción de estos radicales mediante la técnica de NBT. Los resultados 

mostraron que la nisina no indujo cambios significativos en la producción de ROS 

en contraste con las células no tratadas, independientemente de la concentración 

evaluada (Figura 9). 

 

Figura 9. Evaluación de especies reactivas de oxígeno mediante la reducción de NBT en neumocitos 
tipo II A549 tratadas con nisina. Se trataron 40,000 neumocitos tipo II A549 por pozo con 12.5, 25, 30, 40, 60, 
100, 200 y 300 μg/mL de nisina. La producción de ROS se evaluó mediante la reducción de NBT. Los datos 
expresan la producción relativa de ROS y representan la media ± el error estándar de la media de tres 
experimentos independientes realizados por triplicado.   
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X. DISCUSIÓN 

 

S. aureus es una bacteria Gram positiva que puede causar diversas enfermedades 

en medicina veterinaria y humana. Entre ellas, infecciones de la piel, neumonía, 

endocarditis, osteomielitis, artritis séptica y bacteriemia (Touaitia, Mairi, et al., 

2025). Su efecto patogénico se asocia principalmente a sus factores de virulencia 

que le permiten al microorganismo evadir el sistema inmunológico del huésped y 

causar diversas enfermedades (Rasmi et al., 2022). Aunado a lo anterior, la 

creciente resistencia de algunas cepas de S. aureus a diversos antibióticos, 

incluida la meticilina y otros agentes antimicrobianos, representa un importante 

problema de salud pública a nivel mundial. Por ello, es necesaria la búsqueda de 

moléculas naturales con propiedades antimicrobianas como alternativas 

terapéuticas o como coadyuvantes de los antibióticos convencionales (Barrios 

Leiva et al., 2025). 

Las bacteriocinas son un grupo de péptidos antimicrobianos sintetizados de forma 

ribosomal y secretados por una gran variedad de bacterias, que inhiben a otras 

bacterias (Benítez et al., 2021). Entre ellas destaca la nisina, que tiene efecto 

antimicrobiano principalmente sobre bacterias Gram positivas y es considerada 

segura por la FAO (Sánchez et al., 2018). En este estudio se evaluó la actividad 

antimicrobiana de la nisina frente a S. aureus ATCC, así como su efecto sobre la 

viabilidad celular y la producción de especies reactivas de oxígeno en un modelo 

de infección de neumocitos tipo II A549. 

En el presente estudio, la nisina mostró un efecto antimicrobiano dependiente de 

la concentración contra S. aureus, con una disminución progresiva a medida que 

aumentaba la concentración de nisina. Diversos estudios han evidenciado que la 

nisina puede inhibir a S. aureus; Serrano y colaboradores (2023) evaluaron la 

eficacia de la nisina Z contra aislados clínicos de S. aureus Z25.2 y determinaron 

que la concentración mínima inhibitoria fue de 5 y 10 µg/mL de nisina Z, y la 

concentración mínima bactericida se situó entre 10 y 25 µg/mL. En contraste con 

este estudio, se observó que la CMI fue de 30 µg/mL de nisina; esto puede deberse 
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a diversos factores, entre ellos la susceptibilidad de los aislamientos de S. aureus 

y el tipo de variante de nisina empleada. Mientras que Serrano et al. utilizaron la 

nisina Z, en este trabajo se evaluó la nisina A, por lo que las diferencias 

estructurales entre ambas podrían afectar la interacción con la membrana 

bacteriana. Aunque ambas moléculas presentan mecanismos de acción similares, 

la sustitución de histidina por asparagina en la posición 27 de la nisina Z modifica 

propiedades fisicoquímicas, particularmente la solubilidad y el pH cercano al 

neutral, factores que pueden afectar su comportamiento antimicrobiano (Shi et al., 

2024). Además, otro factor importante es el tamaño del inóculo que también puede 

contribuir a las variaciones observadas en los valores de CMI y CMB, por lo que 

Serrano et al. emplearon una suspensión bacteriana aproximada de 107 UFC/mL 

y en el presente estudio se utilizó un inóculo de 1.5x108 UFC/mL, es decir, una 

concentración bacteriana quince veces mayor (Serrano et al., 2023). 

Estos hallazgos contrastan, por otra parte, con lo reportado por Sánchez-Ceja et 

al., (2018), quienes reportaron una CMI de 1.75 mg/mL y de 3 mg/mL de la nisina 

únicamente en 28 de 53 aislados de S. aureus, mientras que el resto mostró 

crecimiento bacteriano aun con la concentración máxima evaluada de 3 mg/mL. 

No obstante, en la combinación de quitosano (2.75 mg/mL) y nisina (1.7 mg/mL), 

los autores observaron efectos bactericidas en los 53 aislados.  

Por otra parte, para evaluar si la nisina ejerce un efecto citotóxico sobre los 

neumocitos tipo II A549, se analizaron diferentes concentraciones de nisina. Los 

resultados evidenciaron que la viabilidad celular no se ve comprometida por el 

tratamiento con nisina, incluso a una concentración 10 veces mayor (300 µg/mL) 

que la CMI para S. aureus, lo que indica que la nisina es segura al no afectar a los 

neumocitos tipo II A549 en concentraciones altas (Sánchez-Ceja et al., 2018). 

Ghapanvari y colaboradores, en el año 2022, evaluaron la citotoxicidad de la nisina 

mediante el método de MTT en células de fibroblastos de piel (L929), donde 

observaron que la citotoxicidad de la nisina aumentó de manera dependiente de la 

concentración; sin embargo, la concentración mínima media (IC50) fue superior a 

256 µg/mL, lo que indica una baja citotoxicidad a concentraciones más altas 
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(Ghapanvari et al., 2022). De manera similar, en el presente estudio, la exposición 

de neumocitos tipo II A549 en diferentes concentraciones de nisina no produjo una 

disminución significativa de la viabilidad celular, lo que sugiere que este péptido 

posee un perfil adecuado de biocompatiblidad.  

Interesantemente, la nisina no provocó un aumento significativo de la producción 

de ROS en los neumocitos tipo II A549 a las concentraciones evaluadas, en 

comparación con las células no tratadas, lo que indica que este péptido no induce 

estrés oxidativo en estas condiciones experimentales. Estos resultados difieren de 

lo reportado por Patil y Kunda (2022), quienes evaluaron el efecto de la nisina ZP 

(50, 100, 150, 200 μM) en células A549 y observaron un aumento significativo en 

la generación de ROS desde las concentraciones más bajas hasta las más altas. 

Los autores demostraron que el incremento de los niveles de ROS dependió de su 

concentración, lo cual contribuyó a la despolarización de la membrana y a la 

inducción de la apoptosis en las células (Patil & Kunda 2022). Las diferencias entre 

ambos estudios pueden atribuirse a diversos factores experimentales; es posible 

que la principal sea debida a las concentraciones utilizadas. Considerando el peso 

molecular aproximado de la nisina (3354 Da), las concentraciones utilizadas por 

dichos autores corresponderían aproximadamente a un rango de 167.7 a 670.8 

μg/mL. Por lo tanto, las concentraciones más elevadas evaluadas en su estudio 

fueron superiores a la concentración máxima empleada en el presente trabajo (300 

μg/mL), lo que podría explicar, al menos parcialmente, la ausencia de un 

incremento significativo en la producción de ROS. La ausencia de un incremento 

significativo en la producción de ROS concuerda con los resultados de viabilidad 

celular obtenidos, lo que sugiere que la nisina no ejerce efectos citotóxicos 

significativos sobre los neumocitos tipo II A549 en el rango de concentraciones 

evaluado.  

Por último, los resultados obtenidos en este estudio muestran que la nisina redujo 

significativamente la carga bacteriana en neumocitos tipo II A549 infectadas por S. 

aureus, de forma dependiente de la concentración. Se observó una disminución 
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progresiva de las UFC/mL desde 12.5 μg/mL hasta la ausencia de colonias viables 

a partir de 200 μg/mL.  

En conjunto, los resultados de este trabajo demuestran que la nisina tiene una 

importante actividad antimicrobiana contra S. aureus, Además, el péptido 

antimicrobiano promueve la disminución de la carga bacteriana en neumocitos tipo 

II A549 infectados. Asimismo, la nisina no afecta significativamente la viabilidad de 

los neumocitos tipo II A549 ni induce un incremento de la producción de ROS a las 

concentraciones evaluadas. Estos hallazgos sugieren que la nisina podría ser una 

alternativa prometedora para el control de infecciones causadas por S. aureus. Sin 

embargo, son necesarios estudios adicionales que permitan dilucidar los 

mecanismos celulares y moleculares implicados en su actividad antimicrobiana, 

así como evaluar su eficacia en modelos in vivo para confirmar su potencial 

terapéutico. 
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XI. CONCLUSIONES 

La nisina es un péptido con actividad antimicrobiana contra S. aureus, posee 

actividad bactericida tanto en condiciones extracelulares como intracelulares, 

sin afectar la viabilidad celular ni inducir estrés oxidativo en los neumocitos 

tipo II A549. Lo que posiciona a la nisina como un agente antimicrobiano 

prometedor contra infecciones causadas por este patógeno. 
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