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Resumen. En la última década la infección por Clostridioides difficile (ICD) se ha convertido en 
un problema creciente de salud, lo que ha propiciado que los métodos para su detección y 
tratamiento deban ser cada vez más avanzados. Recientemente, se identificó a la bacteriocina 
Thuricina CD como inhibidora contra C. difficile. El objetivo de este proyecto es proponer una 
metodología teórico-experimental en cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR) para 
la detección de Thuricina CD, con el fin de reducir el tiempo de experimentación. Mediante 
simulaciones se ha logrado reducir teóricamente el tiempo de identificación, lo que aporta 
indirectamente al desarrollo de aplicaciones con esta bacteriocina en el campo de la salud, 
mediante el uso de tecnologías innovadoras. Con base en estos resultados es posible ahorrar 
valiosos recursos y tiempo en el laboratorio.  
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1 Descripción de la problemática prioritaria abordada 

En los últimos años la infección por Clostridioides difficile se ha convertido en un problema de 
repercusión mundial. Actualmente, la prevalencia de cepas hipervirulentas resistentes es cada vez 
mayor y se sabe que la ICD es causante del 15-25% de los casos de diarrea asociada a antibióticos, 
del 50-75% de colitis asociada a antibióticos y del 90-100% de colitis seudomembranosa aso-
ciada a antibióticos[1]. En México, la incidencia de C. difficile en mujeres va del 34-62%, mientras 
que en hombres va del 38-66% y la edad promedio va de 53 a 60 años. [8, 9] En nuestro país también 
ha aumentado exponencialmente el número de casos considerados como enfermedades nosoco-
miales debidas a la ICD. Esto ha sido considerado un factor agravante en los pacientes hospitali-
zados por covid-19.[5, 7] La bacteria C. difficile puede infectar a nuestro organismo por contacto con 
agua potable, albercas, suelos, hospederos intermediarios y por ingesta de alimentos contamina-
dos [1, 3] y además es importante señalar que la ICD está asociada a un consumo previo de antibió-
ticos en los pacientes.[6, 7]  

Los esfuerzos por enfrentar este problema han ido enfocados en la creación de nuevos antibió-
ticos como el cadazolid y la surotomicina, así como el uso de anticuerpos monoclonales como el 
bezlotoxumab.[2] En contraparte, la Thuricina CD es un antimicrobiano de dos componentes que 
muestra actividad contra C. difficile, en un intervalo tan bajo como el nanomolar. Esta es una bac-
teriocina producida por Bacillus thuringiensis DPC 6431, una cepa aislada de muestra fecal 

mailto:atz.gal03@gmail.com
mailto:luisgreen033@gmail.com


SAL-14      Memorias del Concurso Lasallista de Investigación, Desarrollo e innovación 
CLIDi 2021 

 

humana. Se compone por dos péptidos conocidos como Trn α y Trn β, que actúan sinérgicamente 
para inhibir el crecimiento de una amplia gama de aislados clínicos de C. difficile [4]. 

En este proyecto, con fines analíticos y perspectivas experimentales, proponemos la detección 
de Thuricina CD mediante la técnica de identificación y separación cromatográfica de mayor efi-
ciencia (CLAR), integrando los principios fisicoquímicos de la separación química con una finali-
dad científico-social.  

2 Objetivo 

Buscamos aportar conocimiento sólido y verificable con el uso de tecnologías innovadoras en la 
investigación y el desarrollo de futuras terapias farmacológicas para afrontar esta creciente pro-
blemática en México y el mundo, atendiendo la problemática prioritaria en materia de salud con-
forme al ODS 3 Salud y bienestar y el ODS 9 Industria, Innovación e Infraestructura. 

3 Propuesta de solución 

Nuestro estudio se basa en las siguientes condiciones previas reportadas en la literatura como 
punto de partida:[4] 

• Condiciones iniciales de la separación: extracción en fase sólida de la matriz inicial. 
• Separación cromatográfica de los dos componentes de la mezcla; Trn(alfa) y 

Trn(beta), Mediante CLAR en fase reversa C18.  
Estos estudios logran la separación de ambos componentes, pero tienen la desventaja de pro-

ducir tiempos de análisis cromatográficos muy grandes, superiores a los 40 minutos. A partir de 
estas condiciones, nosotros simulamos condiciones experimentales para disminuir los tiempos de 
análisis, buscando que esto pueda aportar de manera significativa en estudios posteriores, espe-
cialmente en los que tengan por objetivo hacer frente a la ICD en México y el mundo.  

Calculamos teóricamente el valor de logP (índice de hidrofobicidad) de ambos componentes 
de Thuricina CD para simular el cromatograma de separación utilizando el software en Excel "HPLC 
teaching assistant”, mediante la modificación de parámetros cromatográficos como el flujo y la 
composición de la fase móvil. Nuestro estudio se ha realizado cambiando la fase móvil de aceto-
nitrilo a metanol, lo cual significaría un ahorro de más del 50% en los costos de disolventes de 
grado HPLC y una gran reducción (40 veces) en los tiempos de análisis.  

4 Discusión de resultados e impactos obtenidos 

En el simulador se pueden variar parámetros de columna y la composición de la fase móvil meta-
nol/agua, también se puede establecer el valor de flujo volumétrico y establecer los valores de 
logP de los analitos problema. En este caso, calculamos (Chemsketch™) los valores logP de los 
componentes Trn(α) y Trn(β) de Thuricina CD que son 3.5 y 0.8 respectivamente. Con el fin de 
obtener una separación con una resolución aceptable con el menor tiempo posible ajustamos el 
flujo a 3.3 mL/min. 

En ambas simulaciones se obtienen 2 picos bien definidos y resueltos con un tiempo de elución 
total de 1.0 y 0.8 minutos (80 y 90% de MeOH respectivamente). Los picos se encuentran sepa-
rados uno de otro, lo que indica un resultado favorable. Mediante estas optimizaciones teóricas 
se puede lograr reducir el tiempo de identificación en laboratorio de Thuricina CD, aportando al 



GALICIA-ALEMÁN et al: Bacteriocinas como alternativa farmacológica ante el SAL-15 
 

desarrollo de aplicaciones en el campo de la salud (ODS 3) por medio de herramientas tecnológi-
cas innovadoras (ODS 9). 

 
Figura 1. Cromatograma obtenido al ajustar el flujo en 3.3 mL/min con un porcentaje de metanol de 80. Re-

corte del simulador HPLC teaching assistant. 

 

 
Figura 2. Cromatograma obtenido al ajustar el flujo en 3.3 mL/min con un porcentaje de metanol de 90. 

Recorte del simulador HPLC teaching assistant. 

5 Conclusiones y perspectivas futuras 

Las optimizaciones propuestas muestran resultados teóricos favorables, con base en estos resul-
tados es posible ahorrar valiosos recursos y tiempo en el laboratorio, así mismo, con el uso de los 
simuladores, tanto estudiantes como investigadores adquieren una manera de predecir los resul-
tados de experimentos en HPLC, así como experiencia en el manejo de las variables relevantes de 
esta técnica. Estas separaciones se pueden realizar con las columnas disponibles en la Facultad 
de Ciencias Químicas, las cuáles son la columna analítica Beckman Ultrasphere ODS DABS 5 µm, y 
la columna analítica Waters Spherisorb 5 µm ODS 2.  

A corto plazo, proponemos complementar este estudio con otras composiciones de fase móvil 
(p. Ej. agua-acetonitrilo) con el uso de simuladores más robustos y con diseños experimentales 
que nos permitan corroborar nuestras predicciones. Otro aspecto para indagar experimental-
mente es el efecto del pH en la fase móvil. 

Es importante destacar que esta metodología puede ser adaptada a cualquier otra bacteriocina 
de interés, ya sea para desarrollo de alternativas contra bacterias patógenas en el sector clínico, 
alimentario o agrario; lo que puede traducirse en aplicaciones significativas debido a la amenaza 
que representa la ICD aunada a una resistencia antimicrobiana creciente.  
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