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Editorial

En esta edicién, la Revista NOVA se enorgullece de presentar una seleccién de
investigaciones cientificas que abarcan diversas dreas del conocimiento. Los estudios
presentados reflejan el compromiso de nuestros investigadores por abordar problemdticas

relevantes y contribuir al avance del saber en sus respectivas disciplinas

Comenzamos con un estudio sobre los Microorganismos xeréfilos cultivables de la zona
semidrida de la Tatacoa (Colombia). Investigadores han desentranado la diversidad de
microorganismos adaptados a las condiciones extremas de esta regién, lo que puede

tener implicaciones en diversos campos, desde la biotecnologia hasta la ecologia.

Continuando con el tema de la agricultura, presentamos Alternativas de control
biorracionales sobre Phytophthora infestans, un fitopatdgeno causante de la gota en la
papa. Los investigadores presentan alternativas para abordar esta problemdtica mediante
el uso de sustancias vegetales y herramientas moleculares, buscando mitigar el impacto

ambiental ocasionado por el uso de fungicidas quimicos.

En el 4mbito de la microbiologia, encontramos un estudio que explora la nutricién y el
crecimiento bacteriano desde una perspectiva quimica. Esta investigacién nos adentra
en la complejidad de los procesos metabédlicos de estos microorganismos, lo que tiene

implicaciones en multiples dreas de la biologia y la biotecnologia.

El potencial antimicrobiano de extractos de plantas medicinales y sus mezclas frente a
bacterias asociadas con conjuntivitis es otro de los temas que presentamos en esta edicién.
Los investigadores han estudiado el poder curativo de la naturaleza para enfrentar
infecciones bacterianas comunes, lo que podria allanar el camino para tratamientos mds

efectivos y accesibles.

En el dmbito de los modelos de estudio, se aborda el uso de Caenorhabditis elegans

como modelo de infeccién para el estudio de antimicrobianos. Este modelo simple pero
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efectivo ofrece una valiosa plataforma para evaluar la eficacia de nuevos tratamientos,

lo que puede acelerar el desarrollo de terapias antimicrobianas mds efectivas

Por otro lado, en el campo de la odontologia, presentamos un estudio In vitro que
analiza la Resistencia a la fractura de coronas dentales fabricadas andlogamente vs
tecnologia CAD-CAM. Estos resultados pueden guiar a los profesionales de la salud
dental en la eleccién de los mejores materiales y técnicas para mejorar la durabilidad de

las restauraciones dentales.

Ademds, en esta edicién incluimos un estudio transversal que explora la Relacién entre
la composicién corporal y la velocidad de procesamiento cognitivo en estudiantes
universitarios. Este estudio nos invita a reflexionar sobre la interaccién entre el cuerpo
y la mente, destacando la importancia de mantener una composicién corporal saludable

para un éptimo rendimiento cognitivo.

Por dltimo, se presenta un andlisis de las temdticas y enfoques de los articulos publicados
en la Revista NOVA entre 2014 y 2019. Este andlisis muestra cémo nuestra revista
ha sido un espacio para difundir investigaciones de relevancia en las dreas médicas y
biolégicas, contribuyendo al avance cientifico en temas como enfermedades infecciosas,

neurodegenerativas, metabdlicas y biotecnologia.

Esta edicién de nuestra revista cientifica nos muestra la riqueza y diversidad de la
investigacién actual. Esperamos que estos articulos inspiren a nuestros lectores a seguir
explorando, cuestionando y avanzando en la frontera del conocimiento cientifico.
Agradecemos a todos los investigadores y autores que han contribuido con sus trabajos,
y esperamos seguir siendo un medio para difundir el conocimiento cientifico que
transforma el mundo. Esperamos que este niimero sea del agrado de nuestros lectores y

los invitamos a continuar apoyando este valioso proyecto editorial.

Olga Lucia Ostos Ortiz'

1. Editora Revista NOVA

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6477-9872
Google Scholar: https://scholar.google.com/citations?user=yCBpLUsAAAAJ&hI=es



Carta a la editora

Observaciones y recomendaciones al estudio:
Revistas Publindex de Ciencias Naturales: retos y
perspectivas desde la bibliometria

Oskarly Pérez Anaya’, Jorge Homero Wilches Visbal?

Senora Editora:

Con este escrito se pretende dar a conocer algunas observaciones y recomendaciones des-
pués de la lectura del manuscrito titulado: Revistas Publindex de Ciencias Naturales: retos y
perspectivas desde la bibliometria, de autoria de Corchuelo Rodriguez ez a/ (1) publicado en
el nimero 34, volumen 18, del ano 2020 de esta prestigiosa Revista. Los comentarios se

listan y explican a continuacién:

En el item criterios de inclusién, en Materiales y Métodos, se menciona que: Se consideraron
las revistas registradas en la base de datos de Publindex en la gran drea de conocimiento “Cien-
cias Naturales”, es decir, se da a entender que se tomaron todas las revistas que aparecen
alli desde que se inici6 Publindex en 2003 (2). Si lo anterior es correcto, las revistas que
alli aparecen son 78, no 68 como se ha mencionado, lo cual inicialmente puede suponerse
como un error de digitacién. Sin embargo, al observar la Figura 1, se muestra exactamente
el mismo nimero de revistas en mencién (68). Incluso, en la Tabla 3 no aparece la revis-
ta Hechos Microbiolégicos que cumple con el criterio exclusién; por otra parte, la revista
Intropica, que, por el contrario, si cumple con el criterio de inclusién, no fue incluida en la
Tabla 5, entre otras que se pueden vislumbrar si se revisa el registro histérico de Publindex.

Otro punto para destacar es referente a la revista Boletin Cientifico Centro de Museos de His-
toria Natural: se indica que es categoria Al en Publindex para 2020, por homologarse a Q2
en Scimago, ddndose a entender que: Al es Q2 en Scimago. Sin embargo, esto puede con-
fundir al lector, ya que le hace creer que Al de Publindex equivale a Q2 de Scimago. Pre-
sumiblemente, esto podria ser considerado un problema de estilo. No obstante, si se revisa

el cuartil de esta revista en Scimago se encuentra que fue Q2 para los afios 2018 y 2019,

1. Docente. Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad del Magdalena.
Correo electronico: oskperez123@gmail.com
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0701-7847

2. Docente. Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad del Magdalena.
Correo electronico: jhwilchev@gmail.com
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3649-5079
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pero Publindex la categoriza como Al en 2020. Esto va en contravia de lo que plantea el
Modelo de Clasificacién de Revistas que sefiala que para alcanzar la categoria Al se re-
quiere que la revista se ubique en el cuartil uno (Q1) del Journal Citation Report (JCR) o
del Scimago Journal Report (SJR) (3), lo cual también se menciona, acertadamente, en la
Tabla 8 de la seccién Resultados. Debid hacerse mencién especial al respeto o aclarar esta
disparidad, toda vez que, por principio, denota una clasificacién espuria de Publindex para

tal revista.

Siguiendo con las observaciones, en Materiales y Métodos se expresa que, para la bisqueda
de los articulos de las revistas que fueron objeto de estudio, se empleé Google Scholar, que
a pesar de ser uno de los tres sistemas de citas mds grande, junto con WoS y Scopus, y con
la ventaja de su mayor tamano y el hecho fundamental de ser de acceso gratuito, no debe
usarse en estudios bibliométricos, y mds en aquellos que tengan una finalidad evaluativa
(4). Esto fue sustentado ampliamente en el estudio de Delgado-Lépez y Martin-Martin (5),
donde se demostré que en el periodo 2012 - 2016, las revistas espanolas en Google Scholar
se redujeron en casi un 50%, pasando de 1101 a 599. Asi, lo mds conveniente habria sido el
uso de las pdginas web oficiales de las revistas, porque de estas se alimenta Google Scholar
y muestran con exactitud lo que han publicado cada una de ellas, reduciendo significativa-

mente el error que trae inmerso dicho buscador académico.

En ese sentido, el uso de la herramienta Publish or Perish (PoP), debe hacerse con cierta
cautela, ya que su resultado no es del todo confiable, puesto que duplica los articulos de las
revistas, y por ende las citas, de tres formas: variedad de formatos de edicién (PDF, XML,
HTML, etc) en las revistas, idiomas en que se publica un mismo articulo y las bases, indi-
ces, pdginas o repositorios donde se aloja un articulo, que pueden ser mds de uno. Tampoco
se hace mencién detallada de cémo se filtraron las citas, que va en la misma linea de lo antes
descrito. Finalmente, cabe ahadir que PoP, por servirse de Google Scholar, sigue contando
las citas de algunas publicaciones a pesar de que el documento ya no siga en la web.

Referencias

1. Corchuelo Rodriguez CA, Gonzdlez Devia JL, Pineda Rios W, Garnica Posada LC, Patacén Ruiz IP, Milldn
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2. Charum J. La Construccién de un Sistema Nacional de Indexacién, el Caso de Publindex. Converg Rev Cien-
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Respuesta a carta al editor

Respuesta a Carta al Editor: Observaciones y
recomendaciones al estudio: Revistas Publindex de
Ciencias Naturales: retos y perspectivas desde la
bibliometria

Camilo Alejandro Corchuelo Rodriguez, Johanna Lizeth Gonzalez Devia, Wilmer Pineda Rios,
Laura Camila Garnica Posada, Ingri Paola Patacén Ruiz y Maria Alejandra Millan Ramirez

Sra. Editora:

Hemos revisado con detalle y sumo interés, los comentarios realizados por Oskarly Pérez
Anayay Jorge Homero Wilches Visbal, agradecemos el aporte que permite consolidar espa-
cios de dialogo, discusién y reflexién académica sobre los andlisis métricos de la produccién

cientifica del pais.

Dado que la metodologia de andlisis puede generar inquietudes, el objetivo del estudio es
simular los resultados de las revistas con drea de conocimiento en ciencias naturales decla-
rada en Publindex, por tal motivo, se implementa el mismo proceso establecido en la fase
3 de las convocatorias No. 768 de 2016, No.830 de 2018 y No. 875 de 2020. En este sen-
tido, se usé la herramienta Publish or Perish (PoP) realizando la verificacién una a una de
cada publicacién de cada revista para depurar y excluir los errores de indexacién de Google
Scholar. No obstante, se identificaron algunos aspectos de mejora que serdn incluidos en

una actualizacién y ajuste del articulo (1-4).

Teniendo en cuenta el cambio en el modelo de medicién de Publindex, el articulo plantea la
necesidad de continuar la reflexién de los elementos sefialados por la comunidad académica
nacional e internacional; respecto a la invisibilidad de las publicaciones y los temas locales,
los modelos hegeménicos y econémicos de la corriente principal impuestos por la priori-
zacién de la medicién del factor de impacto como indicador bibliométrico para cualificar
una revista(5-11).

15
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Finalmente, comprendemos que diferentes profesionales y académicos desde su experiencia

expresen opiniones encontradas en lo relacionado con los métodos de andlisis. Sin embargo,

la investigacién pretende desde el rigor académico propio de los estudios métricos, aportar

a la discusién del uso de indicadores bibliométricos en la categorizacién de las revistas na-
cionales en el Indice Bibliogrifico Nacional (IBN) Publindex (12-20).

Atentamente,

Autores: Camilo Alejandro Corchuelo Rodriguez, Johanna Lizeth Gonzdlez Devia, Wilmer

Pineda Rios, Laura Camila Garnica Posada, Ingri Paola Patacén Ruiz y Maria Alejandra

Milldn Ramirez.
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Resumen

Introduccién. Los microorganismos xerdfilos han adquirido una mayor relevancia
para la realizacién de investigaciones relacionadas con sus mecanismos adaptativos
frente al estrés hidrico, asi como la caracterizacién e identificacién de sus hdbitats. En
Colombia, las zonas semidridas y desérticas como el desierto de la Tatacoa han sido poco
estudiadas a nivel microbiano. Objetivo. Aislar y caracterizar microorganismos xeréfilos
provenientes del suelo de la zona semidrida de la Tatacoa del departamento del Huila
(Colombia). Materiales y métodos. Se colectaron muestras en los sectores denominados
localmente como Cuzco y La Victoria, las cuales fueron procesadas para el aislamiento
de microorganismos xerdfilos en medio selectivo M40Y para posterior caracterizacién
macro y microscépica, asi como evaluacién mediante pruebas bioquimicas para la
utilizacién de sustratos. Resultados. Fueron aislados 29 morfotipos entre los cuales se
pudieron diferenciar: Bacilos y cocos Gram positivos presentes exclusivamente en el

sector del Cuzco y bacterias filamentosas ramificadas (actinobacterias) Gnicamente en el
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sector de La Victoria. Se establecié la presencia de los géneros Streptomyces, Micrococcus
y Corynebacterium. Conclusiones. La presencia de microorganismos relacionados con
los géneros anteriormente mencionados permitird comprender las posibles interacciones
que se presentan en este ecosistema, lo que aportard al desarrollo de este lugar como
un posible andlogo para estudios de bisqueda de vida en otros planetas como Marte.
Ademis, incentivar estudios mds detallados donde se puedan recuperar microorganismos
que sean de utilidad para diferentes procesos biotecnolégicos.

Palabras claves: bacterias, desecacién, zona drida, exobiologia, Colombia, Marte.

Abstract

Introduction. Xerophilic microorganisms have become more relevant for conducting
research related to their adaptive mechanisms against water stress, as well as the
characterization and identification of their habitats. In Colombia, semi-arid and desert
areas such as the Tatacoa desert have been little studied at the microbial level. Objective.
Isolation and characterization of cultivable xerophilic microorganisms from the soil of the
semi-arid zone of Tatacoa, in the department of Huila (Colombia). Material and methods.
For this, samples were collected in the sectors locally called Cuzco and La Victoria, which
were processed for the isolation of xerophilic microorganisms in selective M40Y medium for
subsequent macro and microscopic characterization, as well as evaluation by biochemical
tests for the use of substrates. Results. 29 morphotypes were isolated among which it was
possible to differentiate: Gram-positive bacilli and cocci present exclusively in the Cuzco
sector and branched filamentous bacteria (Actinobacteria) only in the La Victoria sector.
The presence of the genera Streptomyces, Micrococcus and Corynebacterium was established.
Conclusions. The presence of microorganisms related to the mentioned genera will
allow us to understand the possible interactions that occur in this ecosystem, which will
contribute to the development of this place as a possible analogue of studies for the search
for life on other planets such as Mars. In addition, promote more detailed studies where

microorganisms that are useful for different biotechnological processes can be recovered.

Keywords: bacteria, desiccation, arid zone, exobiology, Colombia, Mars.
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Introduccion

Se han definido los microorganismos xe-

réfilos como “organismos extremofilos
que requieren una baja disponibilidad de
agua’(1), el término “xeréfilo” se ha apli-
cado principalmente en hongos y éste fue
acufiado por Scott (2), para referirse a este
tipo de organismos (3). De acuerdo con
Gargaud (1), este tipo de microorganismos
pueden llegar a sobrevivir con una actividad

acuosa inferior a 0,8.

El estudio de microorganismos xeréfilos en
otras dreas del conocimiento ha sido limita-
do puesto que son pocos los estudios de su
aislamiento a partir de muestras de suelo a
través de métodos de cultivo convencional
(4). Mis recientemente el estudio de estos
microorganismos se ha enfocado especial-
mente en hongos que crecen en alimentos
preservados con altas concentraciones de sal
y aztcar (4-6), debido a que muchos frutos
y granos suelen ser secos y se guardan en lu-
gares en donde las condiciones de humedad
son muy bajas, y suele presentarse contami-
nacién por este tipo de organismos.

Actualmente, ha incrementado el interés
respecto al estudio de los microorganismos
xer6filos y sus posibles aplicaciones debi-
do al aumento de la superficie desértica en
todo el mundo por cambio climdtico (7).
Ademis, este tipo de microorganismos ha
atraido la atencién de los astrobidlogos y
expertos en exploracién espacial debido a
que continuamente, suelen ser encontrados
en ambientes hipersalinos y podrian llegar a

usar peréxido de hidrogeno (H202) como
solvente (8), lo cual sugiere que podrian to-
lerar condiciones similares a las que se pre-
sentan en Marte y otros cuerpos del sistema

solar (9).

Las principales publicaciones relacionadas
con xerdfilos se han dado principalmente
en estudios realizados en el desierto de Ata-
cama en Chile (10-13), pues, posee varias
particularidades que llaman la atencién de
los investigadores como su antigiiedad (150
millones de afos aproximadamente), su al-
tura al nivel del mar entre 1000 y 2000 m
(14) y la presencia de salares que surgieron
de la elevacién de la cordillera de los Andes.
De este modo en el desierto no solo se pue-
den encontrar lugares con condiciones de
estrés hidrico, sino también zonas con al-
tas concentraciones de sal y metales téxicos
(15), lo que ha generado un crecimiento en
el interés de comprender la microbiota que

alli habita (16).

Estos factores han provocado un aumento
en la exploracién y caracterizacién de mi-
croorganismos xeréfilos como lo demues-
tran los estudios de este tipo dados en di-
ferentes lugares dridos y desérticos en todo
el mundo, tales como el desierto de Sonora
en México (17), el desierto del Sahara (18),
la zona desértica ubicada en medio oriente,
principalmente en Irdn (19), el desierto de
Mongolia (20), las zonas semidridas de Bra-
sil (21), en el desierto de Namibia (22), en
las zonas 4ridas cercanas al Artico (23) y en
la superficie del continente antartico (10).
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En Colombia existe una diversidad de eco-
sistemas debido a su posicién y confor-
macién geografica, lo que ha permitido la
existencia de zonas subxerofiticas conocidas
entre los pobladores como desiertos, sien-
do los de mayor extensién el Desierto de
La Guajira, y en el departamento del Huila,
la zona semidrida de La Tatacoa (24). Esta
zona es en realidad un bosque seco tropi-
cal, que posee un clima semidrido tropical,
con presencia de organismos que poseen
adaptaciones tipicas de un ambiente xeréfi-
tico (25). Si bien la investigacién sobre esta
zona del pais se ha centrado en la basque-
da de fésiles y la caracterizacién de la fauna
y la flora presente, Méndez (26) realizé un
estudio con el fin de caracterizar la micro-
biota que pudiese soportar condiciones si-
milares a las del planeta Marte. Con estos
antecedentes, el presente estudio consisti6
en realizar una caracterizacién de microor-
ganismos xerdfilos cultivables presentes en
la zona de la Tatacoa, (Colombia).

Materiales y métodos

Sitio de muestreo y recoleccion de
muestras

El muestreo se realizé en la zona conocida
como desierto de la Tatacoa, ubicada en el
sector oriental de la Poblacién de Villavieja,
departamento del Huila, ubicado en la re-
gion andina de Colombia, la cual posee una
extensién de 330 km2 y una temperatura
promedio anual de 30°C. Posee dos perio-
dos secos y dos de lluvias, y las precipitacio-
nes superan los 1000 mm (25).

La zona corresponde a la formacién geolé-
gica La Victoria de edad Nedgeno, en la in-
tercalacién de unidades de arenitas de gra-
no grueso a grano fino de apariencia gris
“sal y pimienta”, con lodolitas de color ver-
de gris y rojo café. Esta litologia se intercala
lateral y verticalmente en diferentes sectores
adyacentes a la poblacién de Villavieja (27),
denominados localmente como sector de
La Victoria y Cuzco, respectivamente (28),
donde fueron elegidos tres puntos de mues-
treo al azar por cada drea, con distancias
entre 50 y 200 m entre estos, asigndndoles
numeracién impar acorde a la nomenclatu-
ra de otros trabajos de la zona desarrollados
por el mismo laboratorio (Tabla 1). Poste-
riormente, las muestras fueron preservadas
en refrigeracion y llevadas al laboratorio de
microbiologia del suelo del Departamento
de Biologia en la Universidad Nacional de
Colombia sede Bogotd.

Tabla 1. Puntos de muestreo del estudio
en la Tatacoa (Colombia).

Punto de
muestreo

Sector

Coordenadas geograficas

1 3°13.925'N, 75°10,09' W

Cuzco 3 3°13.883' N, 75°10,094 W

5 3°13.829' N, 75°10,072' W
1 3°13.761'N, 75°9.538' W
Victoria 3 3°13.727'N, 75°9.527' W

3°13.895' N, 75°9.615' W

Fuente: Autores.
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Aislamiento microorganismos xerofilos

Para el aislamiento de microorganismo se
tuvo como base la metodologia usada por
Petrovic¢ y colaboradores (4) en su estudio.
Se realizaron series de dilucién hasta 10-5
en solucién de NaCl al 1.2% y se procedié
a sembrar en medio M40Y para posterior
incubacién durante 48 horas a 37°C, excep-
tuando las muestras provenientes de sector
de La Victoria, las cuales se incubaron hasta
10 dias. Tras la obtencién de las colonias
se les asigné cédigo nombrdndolas con la
letra C o V segun el sector que provenian,
seguido del punto de muestreo, la letra S
para indicar que provenian de muestras su-
perficiales, la X referente a xeréfilos y pos-
teriormente el nimero de morfotipo (MF).
A continuacidn, se realizé descripcién ma-
croscopica, tincién de Gram y descripcién
microscépica de las colonias.

Caracterizacion de aislamientos
microbianos

Para la caracterizacién de los aislamientos
obtenidos se efectuaron pruebas bioquimicas
de utilizacién de sustratos siguiendo el ma-
nual de Bergey’s de bacteriologia determina-
tiva (29), se realizaron pruebas de catalasa,
motilidad, glucosa y manitol. Las actinobac-
terias se identificaron de acuerdo a Winn y
colaboradores (30) y Carroll y colaboradores
(31). Se efectuaron pruebas de hidrdlisis de
caseina, hipoxantina y tirosina, prueba de
degradacién de gelatina, tincién dcido-alco-
hol resistente, catalasa y motilidad.

Resultados

Aislamiento y descripcion
macroscopica

Se obtuvieron un total de 29 morfotipos, 9
en el sector del Cuzco y 20 en el sector de
La Victoria. En todos los casos la cantidad
de colonias presentes en las series de dilu-
cién no pudieron ser cuantificadas debido a
la baja cantidad de morfotipos presentes en
cada dilucién (<30 unidades formadoras de
colonias - UFC/ gramo de suelo).

En el sector del Cuzco, para el punto de
muestreo 1 fue aislado un morfotipo con
colonias de forma circular, elevacién conve-
xa, margen entero, superficie cerosa, colo-
racién amarilla y consistencia cremosa. En
relacién con el punto de muestreo nimero
3 se aislaron 7 morfotipos, todos con colo-
nias de forma irregular, elevadas, de mar-
gen ondulado, superficie cerosa, coloracién
transparente y consistencia mucoide. Final-
mente, para el punto de muestreo nimero 5
se aisl6 un morfotipo con colonias de forma
irregular, elevadas, de margen ondulado,
superficie brillante, coloracién transparente
y consistencia mucoide.

En relacién con el sector de La Victoria, en
el punto 1 fueron aislados doce morfotipos,
en donde todos presentaban colonias con
forma circular, margen ondulado, super-
ficie rugosa y consistencia dura. De estos,
uno presentd colonias elevadas y los restan-
tes presentaron colonias umbonadas. Con
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relacién a la coloracién de las colonias, a
excepcién de 1 morfotipo que presentd co-
loracién beige, todos los demds crecieron
con colonias de color blanco. En cuanto al
punto de muestreo 3, se aislaron 4 morfo-
tipos en donde todos presentaron colonias
con forma circular, elevadas, de margen
ondulado, superficie rugosa y consisten-
cia dura, la coloracién fue diferencial, con
2 morfotipos que presentaron colonias de
color beige y las otras dos de color blanco.
Finalmente, para el punto de muestreo 5, se
aislaron 4 morfotipos que presentaron colo-
nias de forma circular, elevadas, de margen
ondulado, superficie rugosa, color beige y
consistencia dura.

Descripcion microscopica

Se encontré predominancia de bacterias en
forma bacilar en el sector del Cuzco, regis-
trando para el morfotipo aislado del punto
1 cocos Gram positivos no formadores de
endosporas, los 7 morfotipos aislados del
punto 3 y el inico morfotipo del punto 5
correspondié a bacilos Gram positivos no
formadores de endospora, mientras que, en
la zona de la Victoria, todos los aislamien-
tos correspondieron a bacterias filamento-

sas ramificadas (actinobacterias).

Caracterizacion de aislamientos
microbianos

Los resultados de las pruebas bioquimicas
de utilizacién de sustratos mostraron como

resultado que, para el sector del Cuzco, Ta-
tacoa (Colombia), los morfotipos aislados
de los puntos 3 y 5 son compatibles con
el género Corynebacterium, teniendo resul-
tados positivos para la actividad de catala-
sa, glucosa y manitol, asi como ausencia de
motilidad. En el caso del morfotipo encon-
trado en el punto 1, mediante las pruebas
efectuadas, se establecié que pertenecian al
género Micrococcus, que se complementa
con la pigmentacién amarilla de la colonia,
tipica de especies de dicho género (29).

Para el caso del sector de La Victoria, Tata-
coa (Colombia), los resultados de las prue-
bas bioquimicas de utilizacién de sustratos
(tincién 4cido alcohol resistente, catalasa,
caseina, hipoxantina, tirosina, motilidad)
realizadas a los veinte morfotipos, corres-
pondientes a actinobacterias encontrados
en los diferentes puntos de muestreo que
son compatibles con lo descrito para el gé-
nero Streptomyces (30). Cabe anotar que se
evidencié olor a suelo hiimedo, lo cual es
tipico de dicho género (31).

Discusion

La zona semidrida de la Tatacoa al igual que
muchos ambientes xeréfiticos y desérticos
encontrados en el pais y en el mundo, es-
conden una diversidad microbioldgica que
puede sobrevivir a condiciones de sequedad,
como se pudo evidenciar en el presente es-
tudio mediante la obtencién de aislamien-

tos bacterianos.
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Los géneros encontrados tienen la capaci-
dad de tolerar el déficit hidrico. El género
Streptomyces ha sido ampliamente reporta-
do en zonas dridas, gracias a su capacidad
de tolerar diferentes condiciones extremas,
entre ellas la deshidratacién (11-13,23,32—
35), asi mismo, ha sido reportada una am-
plia funcionalidad de dicho género en el
campo farmacéutico como resultado de su
uso para obtencién de antibiéticos, pro-
bidticos y vitaminas (36). De otra parte, se
ha observado la capacidad que posee para
formar osmolitos intracelulares, solubilizar
fosfatos (37) y su potencial como promotor
de crecimiento vegetal, bioherbicida y en la
produccién de fitohormonas (36,38).

Los géneros Micrococcus 'y Corynebacterium
han sido reportados como causantes del
deterioro de muchos alimentos secos, espe-
cialmente pescado y productos alimenticios
deshidratados (38,39) y productos con altas
concentraciones de azucar (40). Micrococ-
cus sp suele contaminar medios usados para
el aislamiento de hongos xeréfilos (41), al
igual se ha evidenciado para este género
su tolerancia a altas concentraciones de sal
(42). Para el género Corynebacterium exis-
ten escasos reportes como xerdfilos, dado
que se han relacionado principalmente
como alcaléfilos (43). Especies de estos gé-
neros mencionados anteriormente, han sido
reportados también como tolerantes a altas
concentraciones salinas y de azicares (44),
cabe resaltar que, por ejemplo, este tipo de
adaptaciones son de importancia para mi-
siones de deteccién de vida y proteccién

planetaria en lugares como Marte (44).

Se observé la diferencia entre los morfoti-
pos bacterianos encontrados en los sectores
del Cuzco y La victoria, lo cual puede estar
posiblemente ligado a la composicién qui-
mica del suelo de cada una de las formacio-
nes, que podria privilegiar la supervivencia
de un tipo de microorganismos sobre otros.
Este fenémeno también puede estar in-
fluenciado por otros organismos vivos pre-
sentes en cada una de las formaciones, pues,
la relacién ecoldgica de cada uno de ellos
con su entorno puede desempefar un pa-
pel importante para este caso, debido a que
como se menciond anteriormente, tanto el
género Micrococcus como Corynebacterium
sp. estan relacionados con la descomposi-
cién de materia orgdnica, la cual se estaria
presentando en mayor medida en el sector
del Cuzco, donde se presenta mayor dispo-
nibilidad de materia orgdnica en descompo-
sicién. De acuerdo con Rillig y colaborado-
res (45), existen muchas interacciones entre
los microorganismos y el entorno en el que
habitan, esta interaccién con otros organis-

mos es denominada coalescencia.

En las zonas dridas este tipo de procesos
permiten que los microorganismos presen-
tes en el suelo contribuyan en el desarrollo
de otros organismos especialmente plantas,
ya sea a través de actividades de promocién
del crecimiento vegetal, tales como la fija-
cién de nitrégeno y la solubilizacién de fos-
fatos, ademds de ofrecer a las plantas una
mayor resistencia a las fluctuaciones del cli-
ma (7,21). Sin embargo, las adaptaciones de
estos organismos a la sequedad no han sido

profundamente estudiadas, por ejemplo,
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Stevenson y Hallsworth (34), observaron
que el género Streptomyces indujo divisién
celular ante la reduccién de agua presente
en el medio. De otro lado, Tse y Ma (46)
mencionan que una de las adaptaciones
que han desarrollado diferentes microorga-
nismos para hacer frente a la reduccién de
disponibilidad de recurso hidrico tiene que
ver con la sintesis de glicerol; por su parte,
se ha propuesto que estos microorganismos
podrian generar exopolisacdridos, mejor co-
nocidos como sustancias poliméricas extra-
celulares (EPS, por su siglas en inglés), han
estado relacionadas como un mecanismo de
adaptacién que junto a la formacién de bio-
peliculas, contribuye a reducir la pérdida de
agua ante el estrés hidrico. Esta adaptacién
sumada a la formacién de osmolitos intra-
celulares, que como se mencioné anterior-
mente, se han reportado presentes dentro
del género Streptomyces, permite un meca-
nismo eficaz para hacer frente a la pérdida de
agua en ambientes dridos (10,21). Huang y
colaboradores han profundizado mds y han
realizado estudios con microorganismos en-
doliticos recuperados de rocas del desierto
de atacama, alli encontraron que poseen la
capacidad de capar el agua presente en el
interior de las rocas para garantizar su su-

pervivencia en épocas de sequia (47).

Comprender estas adaptaciones permitird
desarrollar nuevas tecnologias como la re-
portada por Narvdez y colaboradores (48),
que consiste en la obtencién de xeroprotec-
tores, que podrian ser usados en la remedia-
cién de suelos degradados (49). La combi-
nacién de adaptaciones de microorganismos

actinomycetes, ademds de la tolerancia a
la sequedad, los hace candidatos perfectos
para el desarrollo de estas aplicaciones (50).
Por lo anterior, se requieren investigacio-
nes mds detalladas que brinden respuestas
relacionadas con la interpretacién de estas

adaptaciones y sus futuras aplicaciones.

Finalmente, es posible concluir que se en-
contraron microorganismos tolerantes al
estrés hidrico en las muestras de suelo pro-
venientes de la zona semidrida de la Tatacoa
(Colombia). Ademds, debido a que fue un
estudio de cardcter exploratorio, se reco-
mienda continuar con investigaciones mds
detalladas, cuyo fin serd identificar el po-
tencial de los microorganismos encontrados
y determinar si estos llevan a cabo procesos
que sean de interés biotecnoldgico, enfoca-

do principalmente en la agricultura.
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Articulo de revision

Alternativas de control biorracionales sobre Phytophthora
infestans, fitopatégeno causante de la gota en papa

Biorational control alternatives on Phytophthora infestans, phytopathogen
causing gout in potatoes
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Resumen

La gota de la papa o tizén tardio es una de las enfermedades mds agresivas que atacan
los cultivos de papa y en poco tiempo los destruye, ocasionando enormes pérdidas
econdémicas, es producida por el fitopatégeno Phytophthora infestans, oomyceto que ha
tomado gran importancia debido a sus efectos devastadores y las dificultades para lograr
su erradicacién. Los fungicidas de naturaleza quimica representan un problema debido
al uso inadecuado, lo que hace muy dificil eliminar la enfermedad por la aparicién de
nuevas especies resistentes. Existen nuevas alternativas para su control, basadas en el uso
de sustancias de naturaleza vegetal, y la aplicacién de nuevas herramientas capaces de
realizar edicién de genes, reprogramar o eliminar secuencias de ADN/ARN, favoreciendo
asi, la obtencién de cultivos libres de sustancias tdxicas. En esta revisién, se presentan
los métodos existentes de biocontrol: como aceites esenciales, metabolitos microbianos,
herramientas moleculares y el uso de sustancias biodegradables que favorecen el manejo
y prevencién de plagas, que ayudan a mitigar la problemdtica ambiental generada por el
uso de fungicidas de naturaleza quimica.

Palabras claves: Phytophthora infestans,control bioldgico, papa, aceites esenciales,
antagonista.
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Abstract

The drop of the potato or late blight is one of the most aggressive diseases that attack
the potato crops and in a short time destroys them, causing great economic losses, it is
produced by the phytopathogen Phytophthora infestans, oomyceto that has taken great
importance due to its devastating effects and difficulties in achieving its eradication.
Fungicides of a chemical nature represent a problem due to the affected use, which makes
it very difficult to eliminate the disease due to the appearance of new resistant species.
There are new alternatives for its control, based on the use of substances of the plant
nature, and the application of new specific tools to perform gene editing, reprogram or
eliminate DNA / RNA sequences, thus favoring the obtaining of cultures free of toxic
substances . In this review, specific biocontrol methods are presented, such as essential oils,
microbial metabolites, molecular tools and the use of biodegradable substances that favor
the management and prevention of pests, which help mitigate the environmental problems

generated by the use of fungicides from chemical nature.

Keywords: Phytophthora infestans, biological control, potato, essential oils, antagonist.

Introduccion

Los oomicetos tienen adaptaciones muy
especializadas que les permiten infectar y
matar innumerables especies de plantas,
muchas de las cuales son importantes cul-
tivos alimentarios y comerciales. Su pro-
genie asexual, las zoosporas, muestran un
comportamiento cinético interesante que
puede ayudar a su supervivencia en ausen-
cia de una planta huésped. La interaccién
planta-patégeno comienza con la llegada de
las unidades de dispersién e infeccién del
patégeno al huésped. Los sintomas de la en-
fermedad visual del ataque oomicetal en las
hojas de las plantas s6lo aparecen después
de un cierto periodo de incubacién, mo-
mento en el cual la aplicacién del control
biolégico puede ser ineficaz (1,2). Estos mi-

croorganismos son similares a los hongos y
a otros que viven en distintos tipos de am-
bientes, estin estrechamente relacionados
con los apicomplexanos, algas y diatomeas.
Muchos de ellos son importantes patdge-
nos de plantas y animales, causando graves
pérdidas econémicas (3). La creciente con-
ciencia de los efectos secundarios negati-
vos de los pesticidas sintéticos en la salud
ambiental y humana ha llevado a un alto
interés en los alimentos producidos orgdni-
camente. La produccién de cultivos soste-
nibles enfrenta el desafio de mantener altos
rendimientos para satisfacer las necesidades
alimentarias de la poblacién mundial (4).
Si bien las medidas de control quimico han
mantenido los rendimientos, las regulacio-
nes europeas sobre el uso de productos fi-
tosanitarios presentan un desafio adicional
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para los productores comerciales de papa
en un momento en que cepas nuevas y mds
agresivas de P infestans estin dominando las
poblaciones nativas (5).

El tizén tardio de la papa (enfermedad cau-
sada por Phytophthora infestans) causé de-
vastacién en la década de 1840 y provocé
la escasez de alimentos en toda Europa. En
Irlanda, donde los pobres dependian abru-
madoramente de la papa, dio lugar a la
hambruna irlandesa de la papa: mds de un
millén de personas murieron y muchas mis
se vieron obligadas a huir. Esta enfermedad
en la papa puede darse muy rdpidamente,
dejando poco tiempo para que los produc-
tores respondan una vez que ha comenzado
una epidemia. Es una enfermedad polici-
clica: la infeccién inicial produce una gran
cantidad de esporangios (esporas asexuales),
cuya dispersién conduce a infecciones pos-
teriores (6). P infestans exhibe un ciclo de
vida de dos fases: la infeccién posterior en el
huésped se caracteriza por una fase biotré-
fica asintomdtica, y una etapa necrotréfica
tardia que se caracteriza por la degradacién
de los tejidos y la enfermedad (7).

Phytophthora infestans ha jugado un papel
central en la patologia vegetal como mode-
lo para estudios de epidemiologia, manejo
de enfermedades e interacciones molecu-
lares entre plantas y microorganismos (8).
Este Oomiceto es una amenaza patogénica
importante y continua para la produccién
agricola en todo el mundo. La identifica-
cién rdpida y temprana de P infestans es
un prerrequisito esencial para contrarres-

fitopatégeno causante de la gota en papa

tar la propagacién de la infeccién (9). En
la actualidad, el control més efectivo para
Phytophthora en el campo requiere una
combinacién de diferentes estrategias para
el manejo integrado de los cultivos, entre
las que se incluyen, controles preventivos,
uso de elementos de naturaleza quimica, es-
trategias culturales,y control biolégico. En
este trabajo de revisién se pretende resaltar
los métodos existentes de biocontrol y las
herramientas moleculares que favorecen el
manejo y prevencién de plagas, el uso de
estos puede disminuir la problemdtica que
conlleva para el medio ambiente y los seres
vivos en general el uso de fungicidas de na-
turaleza quimica.

La biodiversidad que tienen estos mi-

croorganismos as{ como su naturaleza
Gnica y las capacidades biosintéticas pre-
sentadas en condiciones ambientales es-
pecificas hacen que los microorganismos
sean los probables candidatos para re-
solver problemas de control de plagas.
La microbiologia tecnolégica tiene grandes
potenciales para explorar, por lo cual la in-
vestigacién en esta drea resulta prometedora

para los cientificos (10).

Controles derivados de compuestos
organicos

Los derivados de pirimidina poseen varias
propiedades medicinales tales como agentes
anticancerigenos, antibacterianos, antipro-

tozoarios, antivirales y antiinflamatorios y
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también son relevantes en el desarrollo de
agroquimicos destinados a la erradicacién
de fitopatégenos. Se ha sugerido que las
vias de recuperacién de los nucledtidos son
importantes en el crecimiento y el desarro-
llo durante el proceso de germinacién de P
infestans. Segun el estudio, el patdgeno tie-
ne genes putativos que le permitirian reali-
zar tanto la recuperacién como la biosinte-
sis de novo de las pirimidinas. La alternativa
de control se puede ver en los perfiles de
expresion génica observados de DHOasa y
UMPasa que apoyan la sintesis de pirimi-
dina de novo siendo un objetivo atractivo

especialmente durante las primeras etapas
de infeccién (11).

Las plantas desencadenan una forma de de-
fensa en respuesta a la infeccién por patdge-
nos produciendo diversas especies reactivas
de oxigeno (ROS), es decir, peréxido de hi-
drégeno (H202). Estos ROS actian como
sefales para la induccién de una muerte ce-
lular mediada por la respuesta hipersensible
(HR) y la activacién de genes asociados a la
defensa para inhibir el crecimiento de paté-
genos y su mayor propagacién, el problema
es que el exceso de estos causa dafo poten-
cial a las stiper moléculas biolégicas. Segun
estudios las plantas de papa transgénicas
GalUR (D-galacturénica de dcido reductasa)
que sobreproducen AsA (dcido L-ascérbi-
co) es decir la vitamina C, con una potente
capacidad antioxidante muestran sintomas
necréticos disminuidos y lesiones de la en-
fermedad reducidas en las etapas iniciales
inducidas por P infestans debido a que AsA

es un compuesto antioxidante multifuncio-

nal significativo y un sustrato importante
para la desintoxicacién de especies reacti-

vas de oxigeno que puede producir la planta
(12).

La estrecha relacién entre los oomicetos y
los apicomplexanos ha llevado a plantear
la hipétesis de que las estrategias que han
demostrado su eficacia para el control de
los pardsitos humanos 17 gondii y P falcipa-
rum también podria usarse para controlar el
crecimiento de Pinfestans. De hecho, la es-
trategia inversa, el uso de agroquimicos oo-
miceticidas para controlar los pardsitos de
apicomplexano, parece ser eficaz. Esta ca-
racterizacién de un DHODH de oomiceto
recombinante purificado y primera compa-
raciéon con el DHODH de planta corres-
pondiente sugiere la posibilidad de explo-
tarse aun mds para desarrollar compuestos
especificos de la especie para el manejo del
cultivo. La disponibilidad y caracterizacién
del DHODH recombinante de P infestans
permitié el primer cribado preliminar de
posibles inhibidores enzimdticos, con la ra-
z6n de interferir con el metabolismo de pi-
rimidina, y abre el camino a la cristalizacién
de proteinas, que es un requisito previo
para el desarrollo de inhibidores especificos

de especie (13).

Se ha comprobado que la melatonina pue-
de inducir la inmunidad innata de la planta
contra la infeccién por patdgenos, pero los
efectos directos de la melatonina en los pa-
tégenos de las plantas son poco conocidos.
En algunos hallazgos se ha visto una nue-
va comprensién de las funciones directas
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de la melatonina en P infestans y estos han
proporcionado un posible enfoque de bio-
control ecolégico utilizando un paradigma
basado en melatonina y una aplicacién para
prevenir el tizén tardio de la papa (14).

Aceites esenciales como alternativa de
control

La reduccién en el uso de fungicidas sin-
téticos en la agricultura es cada vez mayor,
mientras que el uso de productos naturales
es considerado como una alternativa inte-
resante debido a sus bajos impactos nega-
tivos en el medio ambiente. El aspecto mds
atractivo del uso de aceites esenciales como
fungicidas (o pesticidas en general) es su
baja toxicidad para los mamiferos y para las
especies vegetales que se ven expuestas a es-

tos. (15,16)

Los metabolitos secundarios de algunas
plantas juegan roles importantes en algu-
nos procesos de control y proteccién frente
a plagas. El aceite esencial de orégano Lip-
pia origanoides presenta accién antifingi-
ca debido a que muestra reduccién de los
porcentajes de crecimiento micelial del fito-
patégeno relacionado directamente con el

aumento de las concentraciones. (15)

En algunos estudios se demostré que los
aceites de orégano, tomillo ,hinojo, romero
y lavanda inhiben el crecimiento de Phyro-
phthora infestans, concluyendo que los cam-
bios generales en la morfologia de las hifas
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podrian deberse a la pérdida de la integri-
dad de la pared celular y la permeabilidad
de la membrana plasmdtica. El efecto an-
tifingico de los aceites esenciales también
podria explicarse por la interrupcién de la
morfogénesis y el crecimiento de los hongos
al interferir con las enzimas responsables de
la sintesis de la pared celular y, por lo tan-
to, conducir a cambios en la integridad hi-
fal, alteracién de la membrana plasmdtica y
destruccién mitocondrial (16).

Extractos vegetales fermentados de ajo
(Allium sativum) y ajenjo (Artemisia absin-
thium) fueron reportados con efecto de re-
duccién en la severidad de P infestans en
papa criolla, al igual que el extracto de car-
dén lefaria (Cereus deficiens) con efecto de
reduccién entre el 70 y 94% en el crecimien-
to micelial de P infestansy Sclerotium rolfsii.
(17). Los aceites esenciales de las especies
M. piperita 'y T, vulgaris han mostrado po-
seer un importante efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de P infestans en condiciones
in vitro. La creciente demanda publica de
productos cultivados orgdnicamente, y la
eliminacién prevista del uso de formulacio-
nes que contienen cobre, generan una ur-
gente necesidad de métodos de control al-
ternativo. Se ha incrementado el interés en
desarrollar estrategias de tratamiento basa-
das en productos de defensa de plantas na-
turales. Se ha informado previamente que
la sustancia antimicrobiana natural alicina,
que es producida en el ajo (Allium sativum)
es activa contra una amplia gama de orga-
nismos fitopatégenos in vitro y en planta y
de hecho hay varios informes de prepara-
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ciones de ajo que contienen alicina se usan
para tratar enfermedades de las plantas. La
alicina (dialiltio sulfinato) se produce en el
ajo cuando el sustrato alliin se mezcla con
la enzima alinasa. La actividad del jugo de
ajo se conoce desde hace tiempo. La alicina
atraviesa la membrana celular ficilmente y
sufre intercambio de reacciones con grupos
tiol libres en proteinas. Se cree que estas
propiedades son la base de su accién anti-
microbiana. Por lo tanto, la alicina tiene va-
rios objetivos en la célula y esto dificulta la
resistencia a ella (17,18).

Otros estudios relacionados con alternati-
vas de control bajo condiciones in vitro, de-
muestran que el extracto fermentado de la
especie Furcraea gigantea Vent (bioinsumo
de fique) presenta un efecto de inhibicién
ante el patégeno Phytophthora infestans,
causando una respuesta similar a la obteni-
da por los fungicidas sistémicos (19).

Las sapogeninas (hecogenina y tigogenina)
presentes en este bioinsumo han sido repor-
tadas con grandes efectos inhibitorios sobre
algunos hongos fitopatégenos y particular-
mente sobre Phytophthora Infestans. El jugo
de fique por su poder antifingico se con-
vierte en una alternativa altamente viable
para el control de la gota en la papa (20).
Gracias a su contenido el jugo de fique fa-
vorece el crecimiento de algunas comuni-
dades bacterianas que aprovechan su con-
tenido nutricional como sustrato, debido a
esto los metabolitos secundarios generados
por estos microorganismos son los que ge-

neran accién antagénica sobre Pinfestans,

el principal microorganismo antagénico es

Bacillus sp (21).

La accién antimicrobiana in vitro del acei-
te esencial de Lippia sp. y Piper aduncum
sobre Phytophthora infestans ha sido demos-
trada por medio de pruebas de confronta-
cién aplicando dos experimentos: el efecto
de contacto y el efecto voldtil de cada uno
de los aceites esenciales evaluando el creci-
miento micelial que permite determinar la
concentracién minima inhibitoria.(22)

El uso de productos etandlicos y metandli-
cos derivados de plantas de las que se extrae
la resina de Flourensia cernua, Origanum
majorana 'y Bouwvardia ternifolia con me-
tanol mediante el método de Séxhlet para
evaluar su efecto en el crecimiento micelial
de Rhizoctonia solani y Phytophthora infes-
tans in vitro, muestran resultados de inhi-
bicién aceptables mostrando efectos fungis-
taticos al ser expuestos a los tres extractos,
para el caso de Pinfestans se muestran re-
sultados significativos con dosis menores de
Origanum majorana presentando un efecto
fungicida (23). Los estudios sugieren que la
asociacién del aceite de mejorana con PA-
MAM G4.0s es prometedor para combatir
el tizén tardio y que los estudios posteriores
deberian centrarse en determinar la concen-
tracién adecuada para la inhibicién éptima
y realizar ensayos de campo (24).

Los extractos de hongos de sombrero (Estro-
bilurus tenacellus) y penco azul (Agave ame-
ricana) presentan actividad preventiva fren-

te al patégeno Phytophthora infestans en el
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cultivo de papa (S. tuberosum), esto puede
deberse a su contenido de terpenos, fenoles
y alcaloides; capaces de afectar la permeabi-
lidad de la membrana del patégeno, provo-
cando trastornos metabdlicos e inhibicién
del crecimiento micelial (25).

Un estudio con la planta Nigella sativa L.
cuyas semillas se utilizan tradicionalmen-
te en medicina popular en Asia Central y
Sudoriental compararon la actividad an-
tifingica de los extractos de semillas de
N. sativa frente al oomiceto fitopatégeno
Phytophthora infestans, uno de los extrac-
tos en general exhibié actividad inhibitoria
significativamente mayor contra P infestans
que otro de los extractos trabajados. De esta
forma el desarrollo de P, infestans en los dis-
cos de papa fue negativo tras la incubacién
durante 96 horas con concentraciones de
extractos de 1.0 mg / mL. Sin embargo, este
efecto no persistio, el grado de aparicién de
los sintomas de fitoforesis fue de 15 a 22%
después de la incubacién durante 144 horas
a una concentracion mdixima de 1,0 mg /
ml, aunque fue del 65% en el control. El
efecto bioldgico disminuyé bruscamente si
la concentracién activa disminuia (26).

Se ha demostrado que los aceites esenciales
(OE) tienen actividades inhibitorias contra
varias enfermedades de almacenamiento.
Este efecto fue demostrado claramente entre
otros por Bring (1995) al exponer los tubér-
culos de papa a la fase de vapor de los aceites
aromdticos. Se ha logrado mostrar efectos
fungicidas similares in vitro mediante el uso

de varios OE. Se han realizado pruebas para
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estudiar los inhibidores, ademds de probar
la supervivencia de dicho patégeno in vitro
después del tratamiento con EOs, los efec-
tos antifingicos y potenciales fitotdxicos
de los aceites representativos aplicados a las
plantas de papa maduras también fueron
seguidos en experimentos en invernadero.
Las composiciones quimicas caracteristicas
de cada OE, que son mezclas complejas de
los compuestos voldtiles (monoterpenos) y
menos o no voldtiles (sesquiterpenos), pue-
den interferir directa o indirectamente con
la realizacién de tales diferencias. Respec-
to a la composicién quimica de los aceites
esenciales parece que algunos de los mono-
terpenos presentes en varios aceites esencia-
les poseen fuertes propiedades fungicidas
mientras que algunos de los sesquiterpenos
estimulan el crecimiento de hongos (27).

Segtin estudio fueron evaluadas las activida-
des antifingicas in vitro de aceites esencia-
les derivados de plantas aromdticas cultiva-
das localmente contra el patdgeno del tizén
tardio. Las propiedades antimicrobianas
de la Concentracién Minima Inhibitoria
(MIC) volitil y de contacto variaron segin
los aceites esenciales. Tanto la fase vol4til
como la fase de contacto de los aceites esen-
ciales de orégano, tomillo, hinojo y romero
han resultado ser fungicidas en su respec-
tiva MIC. El aceite esencial de lavanda fue
fungicida en su fase de contacto, pero fun-
gistdtico en su fase voldtil. Sin embargo, las
fases voldtiles y las de contacto del aceite
esencial de laurel presentaron efectos fun-
gistdticos, (28).
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Microorganismos y metabolitos
secundarios con potencial de
inhibicion sobre Phytophthora
infestans

El control eficiente del tizén tardio por
agentes de control bioldégico bacteriano se
ha observado en pocos casos en experimen-
tos de invernadero o incluso en campo, pero
la mayoria de los estudios informaron una
falta de reproducibilidad en la proteccién
contra esta enfermedad. De hecho, a dife-
rencia de una molécula sintética que actia
directamente sobre un objetivo especifico
del patégeno, los agentes de biocontrol ne-
cesitan competir de manera eficiente con la
microbiota nativa y otros factores para co-
lonizar el ambiente. Una vez establecidos,
pueden producir moléculas bioactivas que
activan la defensa inmunoldgica de la plan-
ta huésped o que inhiben directamente el
desarrollo del patégeno. Los microorganis-
mos candidatos de biocontrol para los que
se demostrd actividad inhibitoria contra P
infestans incluyen especies fungicas de 77i-
choderma, el oomiceto Pythium oligandrum
y varias especies bacterianas que pertenecen
predominantemente a los géneros Bacillus y
Pseudomonas (4,29). La microflora existente
en la rizosfera podria tener posibles efectos
biocontroladores en fitopatégenos (30).

Muchas Pseudomonas spp. han sido identifi-
cadas como agentes de biocontrol, con ce-
pas capaces de proteger las plantas de una
amplia variedad de patégenos bacterianos,
fungicos y oomicetos. En una investigacién
al exponer a una cepa R47 de Pseudomonas

activa se observé una fuerte inhibicién del
crecimiento micelial para todos los aislados
de P infestans. Las bacterias Pseudomonas
poseen amplios arsenales de compuestos
antifingicos, antibidticos, toxinas y otros
metabolitos secundarios; por ejemplo, se
sabe que Pseudomonas R47 produce el com-
puesto voldtil inorgdnico cianuro de hidré-
geno (HCN) y fenazinas, los cuales inhiben
P infestans. En otro estudio se determind
que una nueva cepa de Pseudomonas fluo-
rescens, LBUMG630, aislada de un campo en
Canadd, y que produce el antibiético PCA,
muestra una fuerte actividad antagonista
contra Phytophthora infestans y buen poten-
cial de biocontrol contra el tizén tardio de
la papa. El uso de bacterias ofrece ventajas
significativas sobre las moléculas sintéticas
con respecto al manejo de la resistencia por-
que es extremadamente improbable que un
aislado de P infestans adquiera resistencia
contra todas las moléculas responsables de

la inhibicién (29,31).

Ahora se conoce que, ademds de su arsenal
antimicrobiano soluble bien documentado,
las bacterias emiten una amplia gama de
compuestos orgdnicos voldtiles (COV) que
tienen un fuerte potencial inhibidor contra
los competidores microbianos. P infestans
expone alta susceptibilidad a los compues-
tos voldtiles bacterianos; cepas cianogénicas
de Pseudomonas han mostrado actividad
significativa, lo que conduce a una inhibi-
cién completa del crecimiento del fitopaté-
geno, por otra parte y aunque con menor
actividad las no cianogénicas también pro-

ducen compuestos voldtiles anti-oomicetos.
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Los compuestos voldtiles emitidos exponen
1-undeceno como un compuesto producido
por las cepas que inducen la inhibicién del
crecimiento mediada por P infestans. El su-
ministro de 1-undeceno puro a P infestans
ha mostrado reduccién en el crecimiento
del micelio, la formacién de esporangios, la
germinacién y la liberacién de zoosporas de
una manera dependiente de la dosis (32).
En el andlisis de 95 aislamientos de bacte-
rias para determinar su biosurfactante y su
actividad de biocontrol contra Phytophthora
infestans solo cinco de estos fueron efectivos
contra P infestans teniendo propiedades de
biocontrol. Pseudomonas aeruginosa mostré
62.22% de zona de inhibicién después de
72 horas, este aislado es prometedor como
agente de control bioldgico contra P infes-

tans en el campo (33,34).

Los actinomicetos, especialmente los per-
tenecientes al género Streptomyces sp., han
sido utilizados junto a otras poblaciones
microbianas, no solo en la inhibicién de P
infestans, sino también de otros fitopatdge-
nos. Los actinomicetos presentes en puri-
nes o extractos fermentados de plantas de
chipaca (Bidens pilosa L.), han mostrado su
efecto inhibidor sobre el crecimiento de

Phytophthora infestans (35).

Los microorganismos de biocontrol con fre-
cuencia producen distintos compuestos an-
tibacterianos y antifingicos. En un andlisis
del genoma de B. subtilis SZMC 6179] para
identificar posibles determinantes genéticos
de caracteristicas de control biolégico, la

cepa demostré que ejerce excelentes propie-
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dades antagonistas in vitro frente a patdge-
nos como Phytophthora infestans. Previamen-
te hay informacién sobre una identificacién
taxondmica preliminar, enzimas extracelu-
lares y caracteristicas de secrecién de anti-
bidticos, y un amplio espectro antagonista
in vitro de la cepa. Las cepas de Bacillus son
agentes bioldgicos exitosos para el control
de plagas debido la competencia que tienen
por los nutrientes y el nicho ecolégico en la
rizosfera. (36). El género Bacillus, es con-
siderado una importante alternativa como
agente de control bioldgico, gracias a carac-
teristicas propias como su ubicuidad en el
suelo, la produccién de esporas resistentes
a factores ambientales como la desecacién,
calor, radiacién UV y solventes orgdni-
cos, por ser promotor de crecimiento en
plantas (PGPR), por su sistema de resisten-
cia inducida y por la produccién de sus-
tancias de tipo enzimdtico que favorece la
inhibicién de fitopatdégenos(37). La accién
biocontroladora de especies como Bacillus
brevisy Bacillus subtilis estd mediada por la
produccién de metabolitos a lo largo de la
curva de crecimiento, estos metabolitos de
tipo antibidtico son capaces de actuar so-
bre microorganismos de diversa etiologia,
los péptidos que produce y que tienen esta
accién son variados y se ha visto que afec-

tan directamente a algunos fitopatgenos.

(38)

La mejora de la inmunidad natural de las
plantas podria ser una estrategia para una
proteccién mds sostenible. Varios estudios
sobre la diversidad de metabolitos secunda-
rios microbianos, entre estos los compues-
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tos orgdnicos voldtiles (COV) de bajo peso
molecular dan a conocer que este método
da como resultado una preparacién poten-
te del sistema inmune basal de la planta,
denominada resistencia sistémica inducida
(ISR), que concede resistencia de amplio es-
pectro contra los patégenos. En andlisis con
la inmunidad activada por patrones (PTI) y
el posterior montaje de la Resistencia Sisté-
mica adquirida(SAR), la obtencién de ISR
no afecta negativamente el crecimiento y
la productividad; por el contrario, muchos
microorganismos desencadenantes de ISR
son seleccionados por sus propiedades de
promocién del crecimiento de las plantas y
de alivio del estrés. En este estudio se pudo
ver que P infestans era el organismo mds sus-
ceptible a COV, las especies de Pseudomonas
mostraban la mayor actividad mediada por
los compuestos orgdnicos voldtiles debido
a su produccién de cianuro de hidrégeno,
esto podria explicar una gran parte de la in-
hibicién observada. Por otra parte, tanto los
micelios como los esporangios del oomice-
to tienen alta sensibilidad a los compuestos

que contienen azufre.(39,40)

Los aislamientos asociados naturalmente
con las plantas de papa tienen la mayor pro-
babilidad de reintroducirse artificialmente
en un cultivo con fines de control. Sin em-
bargo, los efectos protectores medidos en
ensayos de cultivo y experimentos de infec-
cién de disco de la hoja atin no se han trans-
puesto a ensayos de campo exitosos. La con-
tribucién directa de los COV microbianos
en la supresién de la enfermedad en campo

abierto sigue siendo dificil de alcanzar.(39)

Las plantas solandceas (familia Solanaceae)
producen una amplia variedad de metabo-
litos secundarios que contienen nitrégeno,
conocidos como alcaloides. Se cree que
estos compuestos tienen un papel impor-
tante en la proteccién contra infecciones o
ataques. Los glicoalcaloides esteroidales de
sabor amargo(SGA) que se encuentran na-
turalmente en las plantas de tomate y be-
renjena demuestran una mayor toxicidad
para P infestans (inicialmente aislado de la
papa) que la A-chaconina y la d-solanina
derivadas propiamente de la papa. Hasta el
momento no se ha presentado ninguna in-
vestigacién definitiva sobre la toxicidad de
los SGA para P infestans. En los resultados
de este estudio muestran que los SGA deri-
vados de la patata -chaconina y Q-solanina
no ejercen una inhibicién directa significa-
tiva en el crecimiento micelial de P infes-
tans, mientras que la forma no glucosilada
de solanidina presente en la planta solani-
cea tiene un fuerte efecto inhibidor (41).

Bacillus subtilis WL-2
cepa antifingica con mayor potencial con-

es considerada la

tra el crecimiento micelial de P infestans.
Ademds, los metabolitos funcionales extrai-
dos de WL-2 se han identificado como lipo-
péptidos ciclicos (CLP) de la familia Iturina
mediante cromatografia liquida de alto ren-
dimiento (HPLC) y espectrometria de ma-
sas por ionizacién por electropulverizacién
(ESI-MS). Los andlisis con microscopia
electrénica de barrido y transmisién (SEM
y TEM) han revelado que Iturina causé un
cambio en la superficie del micelio y dafo

a la estructura celular interna, incluida la
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interrupcién de la membrana celular y la
formacién irregular de orgdnulos. Las mito-
condrias de P infestans atectadas por Ituri-
na sufrieron dafos tan graves que la MMP
y MRCCA disminuyeron notablemente y
la capacidad de produccién de ATP mito-
condrial se debilité. Por lo tanto, Iturina
induce dafno a la membrana celular, estrés
oxidativo y disfuncién de las mitocondrias,
lo que resulta en la muerte de células hifales

de P infestans (42).

Las bacterias que pertenecen al género Ly-
sobacter se encuentran con frecuencia en el
suelo y el aumento de la supresién de la en-
fermedad de los fitopatégenos del suelo tie-
ne correlacién significativa con el aumento
de las poblaciones de las mismas. El género
Lysobacter incluye especies que son antago-
nistas eficientes de fitopatégenos y candida-
tos potenciales para el control biolégico de
las enfermedades de los cultivos. En un estu-
dio realizado con el perfil transcripcional de
RNA-Seq de Lysobacter capsici AZ78 se ca-
racteriz6 por la regulacién positiva de genes
relacionados con la biogénesis de pilus tipo
4 y enzimas liticas, implicadas, respectiva-
mente, en la colonizacién del huésped y el
posterior ataque de la pared celular de 2 in-
festans. La activacién de los procesos de des-
intoxicacién permitié a L. capsici AZ78 su-
perar los intentos de procesos de defensa de
Pinfestans. Ademis, los genes implicados en
la biosintesis de antibiéticos estaban regula-
dos en L. capsici AZ78 y causaron la muerte
celular en P infestans. Las consecuencias de
la muerte celular de P, infestans resulté en la
baja regulacién de las rutas metabdlicas pri-
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marias, como los carbohidratos, los dcidos
nucleicos y el metabolismo de las proteinas.
En general, el mecanismo de accién de L.
capsici AZ78 se relaciond con el parasitismo
y las actividades depredadoras que causan la

muerte de P infestans (43,44).

CRISPR/Cas frente a fitopatégenos

Un componente clave en el manejo de mu-
chas enfermedades de los cultivos es el uso
de genes de resistencia a las enfermedades
de las plantas. Sin embargo, el descubri-
miento y luego la identificacién de secuen-
cia de estos genes vegetales es un desafio,
mientras que la caracterizacién de las mo-
léculas que reconocen, los productos efec-
tores en los patdgenos, es a menudo consi-
derablemente mds directa. (45) Los avances
cientificos se estdn desarrollado con miras
hacia tecnologias de secuenciacién de alto
rendimiento, la comprensién de la patogé-
nesis, y la inmunidad innata de las plantas,
se esta llevando a cabo la introduccién de
nuevas herramientas de control para desa-
rrollar resistencia a las enfermedades.

La aplicacién de nuevas tecnologias frente
al control de enfermedades de las plantas
y la proteccién de cultivos, incluye la in-
terferencia de ARN (ARNi) y los sistemas
de repeticion palindrémica corta entrecru-
zados regularmente (CRISPR) / asociados
a CRISPR (Cas). Se ha demostrado que
RNAIi es una herramienta poderosa para
la aplicacién en mecanismos de defensa
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de plantas contra diferentes patdgenos, asi
como sus respectivos vectores, y el sistema
CRISPR / Cas se ha utilizado ampliamente
en la edicién de genes o reprogramar o eli-
minar cualquier secuencia de ADN / ARN
elegida.(406)

Los organismos vivos de tipo vegetal presen-
tan un obstdculo de importancia al llevar a
cabo técnicas como CRISPR/Cas debido a
la presencia de pared celular, por esta razén
se han desarrollado metodologias para fa-
cilitar la inclusién de esta técnica como al-
ternativa de mejoramiento para las especies
vegetales. La pared celular vegetal obstacu-
liza el anclaje entre la secuencia blanco y los
componentes del sistema CRISPR, la pro-
teina Cas, el gARN y ADN donante para la
recombinacién homéloga, por lo anterior la
eficiencia del proceso se ve afectado por el
sistema empleado de entrega de estos com-

ponentes (47)

Mediante algunos estudios realizados usan-
do la técnica CRISpr/Cas9 se determiné
que este sistema no funciona con la eficien-
cia esperada en Pinfestans comparada con
otros Phytophthora spp; Una clara diferencia
entre Pinfestans 'y otras Phytophthora spp. es
que se observan mutaciones inducidas por
CRISPR, es su temperatura de crecimiento.
Mientras que P infestans se incuba tipica-
mente a 18 ° C, las otras tres especies se
cultivan a 25 ° lo cual supondria que alli
se encuentra el error pero por otro lado,
CRISPR / Cas9 se ha empleado en huevos
de salmén a temperaturas tan bajas como 6

° C por lo que es poco probable que la tem-

peratura de incubacién sea la Unica razén
de la ausencia de actividad de Cas9 en P
infestans.(48)

En un estudio se pudo demostrar que las
construcciones de hp-RNA (ARN en hor-
quilla) en la papa afectaron la colonizacién
e invasién del huésped por P infestans en
varios grados. P infestans tiene solo un gen
de subunidad a (PiGPA1l) y uno B (Pi-
GPB1). Principalmente, PiGPB1 es impor-
tante para la formacién de esporangios y no
se expresa fuertemente en micelios. Cuando
la infeccién progresa de un modo biotréfico
a uno necrotréfico se requiere la formacién
continua de esporangios, este proceso se ve
afectado en las plantas transgénicas con hp-
RNA imponiendo dificultades al oomiceto
para infectar nuevas células huésped que
conducen a una menor colonizacién y pro-

pagacién del patdgeno.(49)

¢ Por qué evitar el uso de fungicidas
en el control de la enfermedad
causada por fitopatégenos?

El uso de algunos productos quimicos sin-
téticos para controlar las enfermedades
fungicas de los productos alimenticios estd
restringido debido a su posible carcinoge-
nicidad y toxicidad aguda, largos periodos
de degradacién y contaminacién ambiental.
Todos los factores del crecimiento vegetati-
vo de la planta, como la altura, la brotacién,
las ramas y el namero de hojas, se han ob-

servado antes y después de la incidencia de
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la enfermedad, en condiciones de campo,
encontrdndose diferencias impresionantes
debido a las sustancias promotoras del cre-
cimiento producida por los agentes biorra-
cionales en comparacién con los fungicidas
quimicos y los tratamientos de control. El
uso de compuestos de base bioldgica en ex-
tractos de plantas puede ser una alternati-
va a los fungicidas utilizados actualmente
para controlar los hongos fitopatégenos y
las bacterias, ya que virtualmente consti-
tuyen una fuente rica de quimicos bioac-
tivos como fenoles, flavonoides, quinonas,

taninos, alcaloides, saponinas. y esteroles

(15,50).

Los fungicidas desempenan un papel cru-
cial en el control integrado del tizén tar-
dio. Desde su introduccién en los Paises
Bajos en 1992, el fluazinam se ha utilizado
en estrategias de control del tizén tardio en
papas de consumo y almidén. Tiene un am-
plio espectro de actividad y es eficaz contra
una variedad de enfermedades, como el ti-
z6n tardio de la papa. Sin embargo, el flua-
zinam no es recomendado usarlo en papa
de siembra porque el fluazinam mezclado
con aceite mineral (usado para prevenir la
transmisiéon del virus) produce fitotoxici-

dad (51).

En algunos paises al igual que en la pro-
duccién biodindmica, las organizaciones
de agricultura orgdnica no permiten el uso
de fungicidas de cobre para sus agriculto-
res. Debido a la acumulacién de cobre en
el suelo y los efectos secundarios perjudi-

ciales que en el medio ambiente se requiere

fitopatégeno causante de la gota en papa

con urgencia una reduccién de la entrada
de fungicidas de cobre. Como parte de una
estrategia de control contra el tizén tardio
con una entrada de cobre reducida, seria
deseable un reemplazo al menos parcial de
los fungicidas de cobre por sustancias alter-
nativas que cumplan con los estdndares de

la agricultura orgdnica (52).

Alternativa para reducir los efectos
nocivos de los fungicidas quimicos
con elementos biodegradables

Las sustancias quimicas como tratamiento
de control de la enfermedad son ampliamen-
te utilizadas en la produccién de alimentos.
Sin embargo, menos del 0.1% de estas sus-
tancias alcanzan sus objetivos biolégicos. Se
ha trabajado en la bisqueda de controlar la
enfermedad causada por Phytophthora in-
festans usando ciazofamida encapsulada en
nanoparticulas de 4cido polildctico-co-gli-
cblico (PLGA) biodegradables, estas nano-
particulas llegaron a esporangios, zoosporas
enquistadas y quistes germinados de P in-
festans, mostrado inhibicién de la liberacién
de zoosporas, por lo anterior se puede consi-
derar que encapsular las sustancias quimicas
pesticidas-plaguicidas en nanoparticulas de
polimeros biodegradables es un sistema efi-
caz en innovador que favorece la reduccién
de carga quimica en la agricultura.(53)

Es posible obtener una reduccién significa-
tiva en el desarrollo de la enfermedad del
tizén tardio de la papa después del trata-
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miento con ramnolipidos. Los ramnolipi-
dos son biosurfactantes, generalmente se
sabe que son menos tdxicos en comparacién
con los tensioactivos sintéticos y se degra-
dan répidamente en el medio ambiente. La
bioformulacién de ramnolipidos mostrd
una mejor inhibicién a una concentracién
del 0.2%, y no se observé ningtn signo de
fitotoxicidad a esta concentracién. Sin em-
bargo, a una concentracién del 0.3% se ob-
serva una ligera toxicidad (54).

Conclusiones

Phytophthora infestans al ser un fitopatdgeno
que no solo afecta cultivo de la papa, sino
también otros cultivos de importancia eco-
némica y debido a su potencial para causar
enfermedad debe ser prevenido y tratado,
si bien muchos de los controles quimicos
han logrado mitigar los efectos del mismo
también generan gran impacto ambiental,
contaminacién y niveles elevados de toxi-
cidad, que se pueden moderar mediante la
aplicacién de otras alternativas de control.

Es de gran importancia el uso de contro-
les de tipo biorracional para evitar efectos
secundarios ocasionados por los fungicidas
de naturaleza quimica, los cuales se siguen
aplicando en algunos paises pese a las con-
secuencias generadas por esta actividad. Se
puede trabajar para implementar con mds
fuerza los extractos de aceites, microorga-

nismos, metabolitos, nanoparticulas biode-

gradables y otros controles orgdnicos que
benefician no solo al agricultor sino también
a la poblacién y al medio ambiente, llevan-
do a cabo un manejo integral que favorece
la estabilidad de los cultivos y la salud de
los consumidores. Por otra parte, las herra-
mientas tecnoldgicas existentes pueden ser
una excelente alternativa para llevar a cabo
procesos preventivos, sobre las plantas.
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Articulo de revision

Las bacterias, su nutricion y crecimiento: una mirada
desde la quimica

Bacteria, nutrition and growth: a look from chemistry

Liliana Caycedo Lozano?, Lucia Constanza Corrales Ramirez?, Diana Marcela Trujillo Suarez?

Resumen

La nutricién es un conjunto procesos y reacciones mediante las cuales los seres vivos
toman del medio, en el que habitan, las sustancias quimicas que necesitan para crecer,
multiplicarse y hacer uso de la energia.

Las sustancias mencionadas anteriormente, se denominan nutrientes y son utilizadas con
dos fines: energéticos cuando se requieren para el mantenimiento y biosintéticos cuando
se demandan para la sintesis de componentes (anabolismo)

En el primer caso (energéticos) las bacterias se dividen en lit6trofas cuando hacen uso de
sustancias inorgdnicas simples como (SHZ, S, NH3, NOZ-, Fe, entre otras); y organétrofas
cuando su requerimiento es de sustancias orgdnicas (carbohidratos, hidrocarburos, lipidos,
proteinas y alcoholes entre otras). En el segundo caso (biosintéticos), se pueden diferenciar
en: autdtrofas, cuando la sintesis la realizan a partir de sustancias inorgdnicas simples
(CO2) y heterétrofas cuando su fuente de carbono es orgdnica, pero también pueden
utilizar otros elementos distintos al C, que pueden ser captados en forma inorgénica.
Sean autétrofas o heterdtrofas, todas las bacterias requieren de una serie de sustancias
quimicas, que se pueden clasificar en macronutrientes o micronutrientes de acuerdo con
la cantidad que de estas se requieran.
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Abstract

Nutrition is a set of processes and reactions by which living beings take from the environment,
in which they inhabit, the chemical substances they need to grow, multiply and make use
of energy.

The aforementioned substances are called nutrients and are used for two purposes:
energetic when required for maintenance and biosynthetics when required for the synthesis
of components (anabolism).

In the first case (energetic) the bacteria are divided into lithotrophs when they make
use of simple inorganic substances such as (SH,, S, NH,, NO,-, Fe, among others); and
organotrophswhen their requirementis for organic substances (carbohydrates, hydrocarbons,
lipids, proteins and alcohols, among others). In the second case (biosynthetics), they can
be differentiated into: autotrophs, when the synthesis is carried out from simple inorganic
substances (CO,) and heterotrophs when their carbon source is organic, but they can
also use other elements than C, which they can be captured in inorganic form. Whether
autotrophic or heterotrophic, all bacteria require a series of chemical substances, which
can be classified into macronutrients or micronutrients according to the amount of these
required of these substances that are required.

Keywords: nutrition, metabolism, growth, culture.

Introduccion

Los avances en microbiologia se deben en
gran medida a la observacién de fenéme-
nos macroscépicos como, por ejemplo, la
transformacién que ocurre en los alimentos
(en la que se arruinan las condiciones orga-
nolépticas de los mismos); en los anteriores
cambios se infiere que los microorganismos
hacen parte del ambiente natural. Uno de
los aportes mds interesantes para descifrar
estos fenémenos ha sido el descubrimiento
y la optimizacién de las condiciones para

el cultivo de los microorganismos. El pri-
mer medio de cultivo artificial liquido fue
creado por Louis Pasteur en 1860, resaltan-
do la importancia de las necesidades nutri-
cionales de los microorganismos, los cuales
debian ser proveidos en medios de cultivo
para su aislamiento. El desarrollo del pri-
mer medio de cultivo sélido de Koch marcé
el inicio, procesos infecciosos en humanos
y animales de la evolucién de los medios
de cultivo bacteriano, en ¢él se logré obser-
var el crecimiento bacteriano en sustancias
alimenticias preparadas en el laboratorio,
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lo cual permitié observar el crecimiento de
las unidades formadoras de colonias (UFC)
que se les denomina Cultivo, los cuales pre-
sentan variedad de caracteristicas.

El principal agente gelificante utilizado en
medios de cultivo sélidos es el agar. Sin em-
bargo, se han observado algunos limites en
el uso de este, debido, a que algunas bac-
terias extremadamente sensibles al oxigeno
no crecen en medios de agar, por lo que se
propusieron y probaron otras alternativas;
luego, el descubrimiento de agentes antimi-
crobianos y sus objetivos especificos provo-
c6 la aparicién de medios selectivos. (1)

El medio de cultivo artificial debe reunir
una serie de condiciones para que las bac-
terias se mantengan vivas y se desarrollen,
factores como la naturaleza, el origen, las
interacciones y el metabolismo bacteriano
condicionan el tipo y composicién del me-
dio de cultivo. Sin embargo, son muchas las
especies bacterianas que existen en la natu-
raleza que atiin no son cultivables “in vitro”,
esto se debe a dificultades tales como: ser
microorganismos pardsitos de otros; impo-
sibilidad de reproducir las condiciones de

su ecoambiente natural; desconocimiento
de los requerimientos especificos nutricio-
nales, y, a la existencia de grupos de mi-
croorganismos que deben mantenerse en
equilibrio para poder sobrevivir (casos de
sintrofia). Se estima que s6lo alrededor del
1% de las bacterias del suelo y del 0,01 al
0,1 % de las bacterias marinas son cultiva-

bles.

En la composicién de los medios de cultivo
se encuentran sustancias quimicas que pro-
porcionan enriquecimiento como carbohi-
dratos, suero, sangre completa, bilis, ami-
nodcidos y vitaminas, entre otros.

Como agente solidificante de los medios de
cultivo se utiliza el agar, este se licia com-
pletamente a la temperatura de la ebulli-
cién del agua y se solidifica por debajo de
40°C. En general, no tiene efecto sobre el
crecimiento de las bacterias y no es utili-
zado dentro de su metabolismo; la gelatina
es otro agente solidificante, sin embargo, se
emplea mucho menos ya que algunas bacte-
rias provocan su licuefaccién y en este caso
se utiliza mds como prueba de identifica-

cién.

Figura 1. Evolucién de los medios de cultivo: desde el primer cultivo bacteriano
(1860) hasta la culturémica. en la Tatacoa (Colombia).

1860

Louis Pasteur L2

Ferdinand Cohn

Introduccion de
otros azticares a los
medios de cultivo

Robert Koch

Primer medio de
cultivo artificial,
compuesto por
amonio, sales,
vitaminas y azucar.

Primer medio
sélido, con
coagulado de

1881

huevos y albumina

1884
1882 Frederick Loeffler

Robert Koch

Adicién de peptona
y sales al medio de

Introduccion de la
gelatina como
agente solidificante

cultivo de Koch,
para cultivo de
Corynebacterium
diphtheriae.
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1885
Paul Erlich

Descubre que
algunas sustancias
quimicas tienen
poder
antimicrobiano.

1903
Endo
Adicién de fushina
como agente
inhibidor, para
seleccion de
microorganismos.

1915

Se desarrollan las jarras
para anaerobiosis y
aislar Clostridium.

1944

Oswald Avery, Colin
Macleod y MacLyn
McCarty

Descubrieron el
papel del DNA en la
genética bacteriana.

1977
Joseph Mcdade y
Charles Shepard

Aislamiento de
Legionella
pneumophila.
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1885
Ernest Bum
Aisl6 un
microorganismo en
un medio artificial

1905
Alfred MacConkey
Medio selectivoy

diferencial por la
adicién de lactosa.

AEE)

James Brown
Desarrolla el Agar
sangre para el estudio
de la hemdlisis
relacionada con los
géneros Streptococcus y
Staphylococcus.

1950s

Estudian las diferentes
vias bioquimicas y
metabdlicas de los
microorganismos.

1979
Rambach

Primer medio de
cultivo cromogénico

1887
Julius Petrie

Propone las cajas en
vidrio para el cultivo
microbiano.

Medios selectivos
para el cultivo de
Rhizobium

1906
Frederick Loeffler

Utilizacion del
medio Bordet —
Gengou, con adi
de papa para el
aislamiento de
Bordetella pertusis.

1910
Frederick Chopping

Deshidrata los
medios de cultivo
para conservacion.

1923
Mueller

Desarrolla el caldo
tetrationato para
seleccionar Salmonella
y Shigella de las
muestras de materia
fecal.

1928
Alexander Fleming

Observa que
Staphylococcus aureus
al estar en contacto con
Penicillium notatum,
era inhibido.

1953
Watson, Crick y Wilkisn

Descubren la estructura
molecular del DNA,
estableciendo que la

informacién genética de
todos los organismos
esta codificada en el

DNA (genotipo —
fenotipo).

1960s

Introduccién de los
antibiéticos como
sustancia inhibidora de
flora acompafiante.

1983
Barry Marshal
Aislamiento de
Helicobacter pylori,

de ulceras gastricas
y duodenales.

2002
USA

Aislamiento de
Staphylococcus
aureus resistentes a
meticilina

1902
Drigalsky

Medio selectivo con
cristal violeta, bilis y
peptona para
aislamiento de
bacilos tifoideos.

1912
Churchman

Usa violeta de
enciana y verde
brillante para inhibir
Gram +y cristal
violeta para los
hongos.

1930s
Investigan sobre
factores de crecimiento
de los microorganismos.

1964
Thayer y Martin

Desarrollan un medio
selectivo con
antibidticos, exclusivo
para el crecimiento de
Neisseria gonorrhoeae y
Neisseria meningitidis.

2005

Desarrollo masivo
de medios
cromogeénicos, para
aislamiento y
diferenciacién de
multiples bacterias.

2010

2012
Edberg, Brenner, Roth y otros

Culturomica, desarrollado para cultivar e identificar bacterias
desconocidas que habitan el intestino humano como parte del
renacimiento de las técnicas de cultivo en microbiologia. desarrollado
para cultivar e identificar bacterias desconocidas que habitan el
intestino humano como parte del renacimiento de las técnicas de
cultivo en microbiologia.

Introducen el uso de indicadores cromogénicos,
fluorogénicos y no cromogénicos de enzimas, para
deteccién rapida de microorganismos.

Fuente: Autores.
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Después de la aparicién de técnicas mole-
culares en la década de 1970, como la PCR,
la secuenciacién y mds particularmente la
metagenémica, los microbiélogos han favo-
recido estas técnicas innovadoras en detri-
mento de la cultura. Sin embargo, la meta-
genémica presenta ciertas desventajas y en
particular, un sesgo de profundidad, debido
a la falta de sensibilidad de los cebadores
utilizados, ya que no detecta bacterias pre-
sentes en concentraciones <10 5 bacterias
por gramo de heces (2). Hace unos afos, se
desarrollé una nueva técnica de cultivo que
utiliza una cantidad de medios y condicio-
nes para extender el repertorio de bacterias
(2); esta técnica demuestra la complementa-
riedad entre metagenémica y culturémica.
Por lo tanto, la identificacién metagenédmi-
ca de especies bacterianas existentes en una
microbiota dada, puede ser explotada por la
culturémica a través de la optimizacién de
nuevos medios de cultivo especificos para el
aislamiento de estas especies. Esta comple-
mentariedad permite que el culturismo se
convierta en una técnica dirigida (1).

Requerimientos nutricionales y
medios de cultivo

Para crecer, las bacterias necesitan un mi-
nimo de nutrientes: agua, una fuente de
carbono, una fuente de nitrégeno y algunas
sales minerales (3).

Se denomina cultivo puro o axénico al que

contiene sélo un tipo de microorganismo,

éstos se inician a partir de colonias aisladas,
de manera que todos los individuos proven-
gan del mismo linaje. Los cultivos puros
son esenciales para estudiar las caracteristi-
cas metabdlicas e identificarlos. (4)

Nutricion bacteriana

Como nutricién se denomina al conjunto
de procesos por los cuales los seres vivos to-
man del medio las sustancias que necesitan
para su desarrollo (nutrientes) que requie-
ren para su catabolismo (mantenimiento) y
su anabolismo (crecimiento). De igual for-
ma, las bacterias también realizan biosin-
tesis de nuevos compuestos celulares, que
demandan energia procedente del medio
ambiente. (4)

De acuerdo con la forma como las bacterias
obtienen la energia, se clasifican en: Qui-
midétrofas, cuando la obtienen de sustancias
orgdnicas y Fotétrofas, cuando la obtienen
de laluz. (5), mientras que, dependiendo de
la ganancia energética, se clasifican en: Li-
tétrofas (del griego /ithos = piedra), cuan-
do requieren sustancias inorgdnicas como
dcido sulfhidrico (H,S), azufre elemental
(S), amoniaco (NH3), ion nitrito (NO,-),
Hierro (Fe), entre otros y Organétrofas, las
que requieren compuestos organicos como
carbohidratos, hidrocarburos, lipidos y pro-
teinas, entre otros. (4,5)

Los procesos biosintéticos, que le permi-

ten suplir las necesidades de crecimiento
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(pldsticas) a las bacterias se dividen en dos

grupos:

1. Por la utilizacién del carbono se clasi-
fican en:

* Autétrofas: las que crecen sintetizan-
do sus materiales orgdnicos a partir de
sustancias inorgdnicas tales como el
CO..

e Heterdtrofas: la fuente de carbono es
orgdnica, una de las mds utilizadas, es
el monosacdrido Glucosa (C.H 2 O,).

* Mixétrofas: son aquellas que pueden
pasar de estadios autotréficos a hete-
rotréficos y viceversa de acuerdo, a las
condiciones en que se encuentren.

2. Por los requerimientos nutricionales se
clasifican en:

* Auxétrofas, cuando se comportan de
manera exigente frente a algin reque-
rimiento nutricional exégeno, general-
mente por mutacion genética.

* Protétrofas, cuando no son exigentes
y se autoabastecen (4).

Las bacterias reaccionan con una serie de
elementos quimicos, y de acuerdo con las
cantidades en que son requeridos se encuen-
tran macronutrientes como C, H, O, N, P,
S, K, Mg y micronutrientes como Co, Cu,
Zny Mo, los cuales se encuentran combina-
dos en la naturaleza, formando parte de sus-
tancias orgdnicas y/o inorgdnicas (3,6,7).

En las diferentes reacciones en las que in-
tervienen, los elementos anotados anterior-
mente, forman iones que les permiten au-
mentar su estabilidad quimica y transportar
electrones. La formacién de iones positivos
(cationes) o negativos (aniones) depende
directamente de la configuracién electréni-
ca del elemento en estado basal y del cardc-

ter metalico del mismo. (8)

Tabla 1. Configuracidn electrénica y cardcter metdlico de algunos elementos implicados en la Nutricién Bacteriana.

Simbolo del elemento Configuracién electrénica en su estado basal Cardcter Metilico
H Hidrogeno 1s' No metal
C Carbono [He] 2s* 2p? No metal
O Oxigeno [He] 2s? 2p* No metal
N Nitrégeno [He] 2s* 2p* No metal
P Fésforo [He] 2s* 2p° 3s* 3p? No metal
S Azufre [Ne] 3s? 3p* No metal
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Simbolo del elemento Nombre Configuracidn electrénica en su estado basal Caricter Metdlico
K Potasio [Ar] 4s' Metal
Mg Magnesio [Ne] 3s? Metal
Co Cobalto [Ar] 3d7 4s? Metal
Cu Cobre [Ar] 3d° 4s! Metal
Zn Zinc [Ar] 3d' 4s° Metal
Mo Molibdeno [Kr] 4d° 5s! Metal

Fuente: Autores.

Asi mismo, algunos de los nutrientes son
incorporados para construir macromolé-
culas y estructuras celulares; otros, sélo se
utilizan para la produccién de energia, y no
se incorporan directamente como material
celular; y finalmente, unos pocos, pueden
ejercer ambos roles.

Las bacterias heterdtrofas, aunque no usan
el CO, como fuente de Carbono ni como
aceptor de electrones, necesitan pequefas
cantidades para realizar reacciones de car-
boxilacién en procesos anabdlicos y catabé-
licos. Las reacciones de carboxilacién se ca-
racterizan quimicamente, por hacer uso de
las moléculas de CO, como reactivos para
producir moléculas mds complejas. (9)

Como se establecié anteriormente, la prin-
cipal fuente de carbono inorginica (exé-
gena), para las bacterias, es el didxido de
carbono (CO,); y las fuentes (endégenas)

orgdnicas pueden ser azticares y alcoholes.
(10, 11).
constituyente mds abundante en las bacte-

Asi, el carbono es el elemento

rias y, por tanto, dichos microorganismos
producen, a su vez, biomoléculas como li-
pidos, carbohidratos, proteinas y dcidos nu-
cleicos.

Normalmente, las bacterias crecen a la con-
centracién de CO, atmosférico (0.03%).
De tal forma que, la composicién del medio
de cultivo puede influir sobre diferentes as-
pectos en la fisiologia del microorganismo
y por ende en la produccién de metabolitos
primarios y secundarios (12).
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Nutriente/ Férmulas y
Simbolos

Agua
HO
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Tabla 2. Propiedades y Funciones de Macronutrientes.

Propiedades Generales

El agua es un compuesto covalente polar.

El gran dipolo presente en esta molécula explica muchas de
sus propiedades, especialmente su accién como solvente y la
formacién de puentes de hidrégeno.

Funcién

Las bacterias necesitan grandes cantidades de agua, es el
principal constituyente del protoplasto bacteriano y es el
medio donde ocurren las reacciones bioldgicas.

La fuente de agua puede ser: endégena que procede

de los procesos de 6xido-reduccién y exdgena (la mds
importante) que procede del medio y se difunde a través
de las membranas. El a , corresponde a la actividad del
agua, relacionada con las concentraciones de solutos (Sales
inorgdnicas en especial cloruro de sodio (NaCl) e Hidratos
de Carbono) en los procesos osmoticos del transporte
celular.

Diéxido de Carbono
CO

2

El Diéxido de carbono corresponde a un compuesto
covalente inorgdnico, cuyo dipolo es igual a cero por lo
tanto es una molécula apolar.

El di6xido de carbono es requerido por todo tipo de
bacterias, las autétrofas lo requieren como fuente de
carbono, y lo reducen usando la luz como fuente de
energfa (en el caso de las fotoautdtrofas) u oxidaciones
de determinadas sustancias inorgédnicas (en el caso de las
quimioautolitétrofas).

Las arqueobacterias metanogénicas pueden usar el CO,
como fuente de carbono e H, como proveedor de energia
y a partir de los dos procesos se obtiene metano. Las
heterétrofas, aunque no usan el CO, como fuente de
carbono ni como aceptor de electrones, necesitan pequefias
cantidades para realizar reacciones de carboxilacién en
procesos anabdlicos y catabolicos.

Nitrégeno y Azufre
N,yS

El nitrégeno a condiciones normales se encuentra en

su forma estable molecular; los dos 4tomos del mismo
elemento se unen por tres enlaces covalentes que originan
una molécula covalente apolar.

El azufte es un elemento no metdlico que interviene en la
formacién de aniones.

Se encuentran en la célula en estado reducido. El nitrégeno
hace parte del radical amino (NH,-), que se encuentra

en los aminodcidos y las bases nitrogenadas; el radical
sulfhidrilo (-SH) interviene en la formacién de algunos
aminodcidos (metionina, cisteina) y en coenzimas como la

Acetil (CoA).

Gran parte de las bacterias fotosintéticas y muchas de las
heterétrofas asimilan estos elementos en forma combinada
inorgdnica y oxidada: como NO3-, por la accién de la
nitrato- reductasa y nitrito- reductasa asimilatorias del
nitrégeno.

El sulfato (SO,=) se activa con ATP, y luego se reduce hasta
sulfito (SO,=) y finalmente a anién sulthidrilo (SH-),

que ya tiene el estado de reduccién (-2) adecuado para la
incorporacién del azufre (S) elemental.

Sodio
Na

El sodio es un elemento metilico perteneciente a los
elementos alcalinos del grupo IA de la tabla periddica, por
lo tanto, tiende a formar cationes con carga +1.

Requerido por las bacterias como i6n sodio (Na*'). Segtin
la preferencia de los microorganismos por este elemento

se clasifican en: haléfilos, aquellos que necesitan el Na*!
para crecer 6ptimamente como en las concentraciones

de sodio en el agua de mar, éstos a su vez se dividen en
moderadamente haléfilos los cuales requieren de 6 a 15

% de NaCl (Vibrio fischeri), discretamente haldfilos para

los que requieren del 1 a 6% de NaCl y haldfilos extremos
cuando requieren entre 15 — 30% de NaCl. (Halobacterium
salanarium).

Otro grupo son los Halotolerantes, al que pertenecen
los microorganismos que pueden soportar bajas
concentraciones de NaCl en el medio ambiente, sin
que se reduzca significativamente la actividad del agua
(Staphylococcus aureus).
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Fésforo

P
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Propiedades Generales

El fosforo es un elemento no metdlico, el cual hace parte de
un gran nimero de moléculas altamente energéticas. Por
sus caracterfsticas quimicas corresponde a un no metal que
tiende a formar aniones de carga -3.

Funcién

Se encuentra en forma de sales como fosfatos orgdnicos

o inorgdnicos. Las bacterias que pueden usar los fosfatos
orgdnicos a través de enzimas (fosfatasas - fitasas) no
dependen absolutamente de ellos, pueden recurrir
igualmente a los fosfatos inorgénicos. El fésforo es utilizado
principalmente en la sintesis de macromoléculas como los
4cidos nucleicos, fosfolipidos, coenzimas y proteinas.

Sales minerales
M (NM )Ox
(sales oxacidas)
M NM

(sales hidracidas)

Estos dos tipos de compuestos idnicos neutros, intervienen
como fuente simultdnea de aniones y cationes debido a la
presencia en la misma molécula de elementos metélicos y
no metilicos.

Se constituyen en fuente de aniones tales como cloruro
(CI") y de cationes como (Na*') para la célula.

Cati6n proveniente del
potasio (K)
K

El potasio, al igual que el Na, es un metal alcalino
altamente reactivo por lo tanto alcanza la estabilidad
quimica por la formacién de cationes con carga *'.

Interviene en la activacién de enzimas, participa en la
sintesis de proteinas. En las bacterias Gram positivas estd
asociado con los dcidos teicoicos de la pared.

Catién procedente del
magnesio (Mg)
Mg+2

El magnesio es un metal alcalinotérreo, el cual
preferencialmente forma cationes con carga .

Interviene en la funcionalidad de ribosomas, membranas y
4cidos nucleicos; se desempefia como cofactor en muchas
reacciones, especialmente las que implican transferencia
de grupos fosfato (PO,?), por ejemplo, en las reacciones
que requieren ATP. Igualmente, el Mg** interviene en
procesos enzimdticos y es componente de las clorofilas y
bacterioclorofilas de bacterias fotosintéticas.

Catién procedente del
calcio (Ca)
Ca+2

El calcio es un metal alcalinotérreo, el cual
preferencialmente forma cationes con carga **.

Actta en reacciones enzimdticas como cofactor de
proteinasas, estabiliza la pared bacteriana, ayuda en la
termorresistencia de la endospora bacteriana.

Cationes ferroso y férrico
procedentes del hierro
(Fe)

Fe? y Fet3

El hierro posee la propiedad de alcanzar, mediante la
formacién de cationes, estados que a su vez permiten el
transporte electrénico dependiendo del medio en el que se
encuentren.

Generalmente se encuentra formando complejos en
la naturaleza, como sales insolubles. Algunas bacterias
disponen de una serie de moléculas, denominadas
sideréforos, capaces de captar el hierro y que, ademds,
constituye un factor de virulencia.

El hierro, hace parte de muchas moléculas implicadas

en procesos de  respiracién, como citocromos y
ferroproteinas no hémicas (proteinas con Fe-S); interviene
como cofactor en la funcién de ciertas enzimas (catalasas,
peroxidasas, nitrogenasas y oxigenasas). Forma parte de los
magnetosomas, de los cuales depende el comportamiento
magnetotdctico capacidad de orientarse en el campo
magnético de ciertas bacterias. Se encuentra bajo la forma
de magpnetita 6xido de hierro ferromagnético (Fe,O, ),
pirita (FeS,) y agreiguita (Fe3S4).

M: Elemento Metilico

NM: Elemento no metalico.

Fuente: Autores.

Las propiedades que tienen las bacterias de
metabolizar elementos y compuestos les ha
conferido el uso de ser inoculantes bioldgi-
cos en sistemas agricolas, en los cuales favo-
rece el desarrollo de las plantas, mediante
diferentes mecanismos, tales como la fija-
cién de nitrégeno, induccién de resistencia
frente a patdgenos, promocién de rizogéne-

sis y sintesis de fitohormonas estimuladoras
del crecimiento vegetal, como el 4dcido in-
dol acético (AIA); dentro de los géneros re-
portados como promotores del crecimiento
vegetal (PGPR) se encuentran Pseudomonas
Sfluorescens, Rhizobium sp. y Bradyrhizobim
sp., entre otros (13). Otros tipos de activi-
dades promotoras del crecimiento vegetal,
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asociadas a la disponibilidad de P en el sue-
lo, son la solubilizacién dcida del P inorga-
nico y la mineralizacién del P orgdnico. La
solubilizacién de los compuestos inorgdni-
cos insolubles como los fosfatos de calcio,
se lleva a cabo por la produccién de dcidos
orgdnicos (dcido glucédnico, dcido 2-ceto-

glucénico, 4cido glicélico, oxdlico, maldni-

co y succinico), productos del catabolismo

microbiano, y la consecuente sustitucién

del Ca*. (14, 15).

Los micronutrientes o elementos traza,
son aquellos que las bacterias necesitan en
pequenas cantidades, denominados tam-
bién oligoelementos.

Nutriente/ Férmulas y

Tabla 3. Propiedades y Funciones de los Micronutrientes.

, Propiedades Generales Funcién
simbolos
o Cofactor de ciertas enzimas y a veces puede sustituir al
El Manganeso es un metal de transicién que cuenta con ) .. R
Manganeso 1 o . Mg, presente en algunas superéxido dismutasas o en
multiples estados de oxidacién que le permiten actuar como . .
Mn . la enzima que rompe el agua del fotosistema II, en los
agente oxidante o reductor. , L.
fotétrofos oxigénicos.
Se requiere casi exclusivamente para la sintesis de la
L, vitamina B12. (si se suministra esta vitamina al medio, la
Cobalto El Cobalto es un metal de transicién que forma compuestos . . . . -
. RS bacteria se vuelve independiente del cobalto libre). También
Co estables especialmente con los estados de oxidacién **y *3. . . . . .
tiene funcionabilidad en las transcarboxilasas (bacterias del
4cido propidnico).
El zinc es un metal de transicién por su ubicacién en la
. tabla periédica; sin embargo, tiene propiedades semejantes | Interviene en la estabilizaciéon de complejos enzimdticos
Zinc o . . .
7 a algunos elementos alcalino térreos (Grupo II A), debido como las ADN y ARN polimerasas, presente en las enzimas
n . . O .
a que cuenta con los orbitales s y d llenos. Su estado de anhidrasa carbénica, y alcohol deshidrogenasa.
oxidacion preferente es *2.
Interviene en la sintesis de las molibdoflavoproteinas,
implicadas en la asimilacién de nitratos. Igualmente,
Molibdeno El molibdeno es un metal de transicién que cuenta con participa como cofactor, junto con el Fe, en el complejo
Mo varios estados de oxidacion; siendo el mds comtn el *. nitrogenasa de las bacterias fijadoras de N, atmosférico
(nitrogenasa y nitrato reductasa y sulfito oxidasa, algtin
formato deshidrogenadas y oxotransferasas).
Es un metal de transicién. Su estado de oxidacién mds . , . .
, B 5 L. R Participa en la mayoria de las funciones de las hidrogenasas,
Niquel comun es *; pero adicionalmente, puede trabajar con . | .
. s L, coenzima F, de los metdgenos y en las deshidrogenadas
Ni estados: 0, "'y **. En las hidrégenasas cumple un papel K
. del monéxido de carbono y ureasa.
fundamental como agente oxidante.
. El selenio es un elemento considerado no metal; presenta . .
Selenio . - . S Se encuentra en enzimas como la formato deshidrogenasa y
varias formas alotrépicas y tiene como estados de oxidacién: N S
Se el aminodcido selenocisteina.
+/-2, 4,6.
. Es un metal de transicién que trabaja con estados de .
Tungsteno o Wolframio o . 1 ) . Forma parte de las formato deshidrogenadas y
oxidacion positivos y que da lugar en algunas ocasiones a . . . ,
w . L. oxotransferasas de los microorganismos hiperterméfilos.
compuestos débilmente dcidos.
Hace parte de las enzimas vanadio nitrogenasa y
. . . . bromoperoxidasa. Algunas veces los microorganismos por
Vanadio El vanadio es un metal que forma cationes en especial con P -8 & P
s mutaciones, son incapaces de elaborar sustancias esenciales
\Y% estado de oxidacién *°. N , . .
para su desarrollo, convirtiéndose asi, en microorganismos
auxotréficos con respecto a esa sustancia.

Fuente: Autores.
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De otro lado, se encuentran los Factores de
crecimiento, que se refieren a moléculas es-
pecificas que algunas bacterias requieren en
muy pequefia cantidad para crecer. Suelen
ser coenzimas o sus precursores, como vita-
minas, que determinadas bacterias no pue-
den sintetizar por si mismas, al carecer en
parte o totalmente de una ruta biosintética.
Igualmente, en este grupo se incluyen al-
gunos aminodcidos y las bases nitrogenadas
purinas y pirimidinas, como, por ejemplo,
las bacterias del género Brucella que requie-
ren como factores de crecimiento en sus me-
dios de cultivo la biotina, niacina, tiamina
y dcido pantoténico. Haemophilus necesita
como suplementos nutricionales los grupos

hemo y nicotinamida adenina dinucleétido
(Factor X'y Factor V) (16).

El Faecalibacterium prausnitzii, por ejem-
plo, requiere una gran cantidad de vitami-
nas para crecer, como biotina, 4cido félico,
riboflavina o vitamina B12, que no puede
sintetizar, asi como otros factores de cre-
cimiento como los 4cidos grasos voldti-
les (4cido acético, dcido propidnico o dci-
do valérico) (17). Dunn y colaboradores,
mostraron en 1946, que solo dos aminod-
cidos eran esenciales para el crecimiento de
Leuconostoc mesenteroides, dcido glutdmico
y valina, mientras que para el crecimiento
de Lactobacillus brevis, se requerian al me-
nos 15 aminodcidos (18). Este alto reque-
rimiento de aminodcidos puede explicarse
por el hecho de que el medio base utilizado
en ese momento no era rico en nutrientes
comunes. De hecho, hoy en dia, Lactobaci-
llus brevis crece en un agar COS (Columbia

Blood Agar) (Biomérieux, Marcy I'Etoile,
Francia), no suplementado con aminodci-
dos, pero compuesto de hidrolizado de ca-
seina y peptona proteosa, fuentes importan-
tes de aminodcidos (19).

En los aminodcidos que conforman las pro-
teinas, las cadenas laterales pueden estar or-
denadas en sentido horario o antihorario —
orientaciones que los quimicos llaman “D”

“L” —, encontrdndose casi siempre en la
forma L. Al respecto, Matthew Waldor, y
sus colegas encontraron que ciertas bacte-
rias convierten aminodcidos especificos en
formas D cuando necesitan retardar su cre-
cimiento (20).

Las bases de purina y pirimidina, son ne-
cesarias para la sintesis de dcidos nucleicos,
de hecho, algunas bacterias del dcido ldctico
necesitan adenina, guanina, timina o uraci-
lo para crecer. Este es el caso en particular
de Leuconostoc mesenteroides, para la cual la
guanina es esencial en su desarrollo (21).
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Factor

Acido p-aminobenzoico
(PABA)
Acido 4-amino benzoico

CH,NO,

NOVA. 2021; 19 (36)

Tabla 4. Factores de crecimiento Bacteriano.

Férmula

COOH

Funcién

Precursor del 4cido félico, el cual es indispensable para el
desarrollo de la bacteria y sobre el cual tienen efecto algunos
antibidticos.

Acido félico HN OH Interviene en el metabolismo de compuestos de un C del
Vitamina B9 anillo bencénico del 4cido ocasionando la  transferencia de
CH N0 N grupos metil.

7 | SN

>~ /)\

N7 N7 NH,

0

Biotina

Vitamina H o Vitamina
B7

Biosintesis de 4cidos grasos; promoviendo
betadescarboxilaciones; fijacion de CO,

CuHiN:0,5 H,C.. S,m—c—c—c—c—(
H, H, H, H, "o
(\:;?Ealam m];l 12 Interviene en reacciones de reduccién y transferencia de restos
ftamina monocarbonados; sintesis de desoxirribosa.
CHyCoN O, P
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Férmula

Funcién

I)\I{acma. L. N OH Precursor del cofactor NAD; para la transferencia de cargas en
dcido nicotinico las reacciones Redox
C6H5N02 | '
~
O
H;C NH
NS

HaC NN o
Riboflavina CH
Vitamina B2 ;2 Precursor de los cofactores FAD y FMN
C,.H,N,0, H—r—OH

Acido pantoténico
Vitamina B5
C‘)H 17N05

CH, O

Ho—o~f—c—”— —0—C—CO0H
oo, 0 By
3

Precursor de la CoA, Tiamina (vitamina B1).

Interviene en reacciones de Descarboxilacién de compuestos
como transcetolasas, vitamina B6 (piridoxal, piridoxamina).

Asi como en Transformaciones de aminodcidos y cetodcidos
de los grupos de la Vitamina K y quinonas.

Transportadores de electrones (ubiquinonas).

Acido lipoico
6,8-4cido tidctico

OH

Promueve la transferencia de grupos acilo en la
descarboxilacién del piruvato y cetoglutarato.

C8H14OZSZ
s—S
NH,
+
Tiami N™ NZ N\
{amll.ja I S Acttia como coenzima en procesos de descarboxilaciones y
vitamina BI = — funcién de transcetol
C_H,N,08 uncién de transcetolasa

OH
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Factor Férmula Funcién
Vitamina B6 CHZNHz
CH NO
§ 1S Actil nzima en la transformacién de aminodcid
(Grupo piridoxal — HO XN CHZOH Ccel:zécc(;:;(: coenzima en la transformacién de aminodcidos
piridoxamina; derivados | y ’
del fosfato de piridoxal) >
H,C” N
Gr.u po Vitamina K ; Transporte de electrones, sintesis de esfingolipidos.
quinonas
Hidroxamatos; esteres del R/ C\ N e O\ H Compuestos que unen hierro, solubilizacién del hierro y
4cido hidroxdmico | transporte al interior celular
H Acido

Hidroxamico
Coenzima M (CoM); \ / Requerido por ciertos metandgenos, participa en la
anién sulfonato /\/S\ metanogénesis.

Fuente: Autores.

Crecimiento Bacteriano

Se define como crecimiento de cualquier
sistema biolégico al aumento de la masa
celular que implica su multiplicacién (22).
En organismos unicelulares que se dividen
por fisién o por gemacién, lo que ocurre es
un aumento de la poblacién. El crecimien-

to bacteriano se puede observar desde dos
puntos de vista: a escala individual y a esca-
la poblacional.

A escala individual, incluye una serie de
procesos que hacen referencia al ciclo ce-
lular, en los cuales se encuentran: inicio y
transcurso de la replicacién cromosémica y
de los pldsmidos; segregacién del cromoso-



Caycedo et al. Las bacterias, su nutricion y crecimiento: una mirada desde la quimica

ma y los pldsmidos a las células hijas; sinte-
sis de precursores de membranas y pared ce-
lular y senales que coordinan la replicacién
genémica con la divisién celular (23) Por
su parte, el crecimiento a nivel poblacional
incluye: la cinética de crecimiento; factores
que afectan el tiempo de generacién y los
factores ambientales que limitan el creci-
miento (24).

Métodos para la cuantificacion del
crecimiento bacteriano

1. Por la medida del consumo de nutrien-
tes o de produccién de algiin metabolito
en particular por unidad de tiempo. En
este caso el consumo de oxigeno (QO,) y
consumo de gas carbénico (QCO,), se de-
terminan por el respirémetro de Warburg
o mediante la produccién de 4cidos.

2. Por métodos turbidimétricos, el funda-
mento de estos métodos radica en la inte-
racciéon de la luz con un cultivo bacteria-
no. Las suspensiones bacterianas dispersan
la luz, al igual que cualquier particula “re-
lativamente” pequefa suspendida en agua,
por lo tanto, dicha dispersién es propor-
cional a la masa del cultivo. Esta medicién
se puede realizar con dos tipos de equipos.

* Espectrofotdémetro: mide la densidad
optica (D.O.), es decir la absorbancia.
En esta técnica hay que realizar una
curva estindar para relacionar los va-
lores de A (absorbancia) con la masa

bacteriana en la muestra problema.

e Nefelémetro: difiere del espectrofoté-

metro en cuanto a que su dispositivo
sensor estd situado en dngulo recto
respecto de la direccién de la luz in-
cidente y lo que mide es la luz disper-
sada directamente por la preparacidn,
esto le otorga mayor sensibilidad que
el espectrofotémetro.

Recuento directo: consiste en la ob-
servaciéon al microscopio de volime-
nes muy pequefios de suspensiones de
bacterias. Se usan unos portaobjetos
especiales denominados cdmaras de
Petroff-Hausser; para que la medida
sea correcta, es necesario que la den-
sidad de células sea del orden de 10°
por ml.

Recuento de viables: se realiza sem-
brando un volumen determinado de
cultivo o muestra sobre el medio de
cultivo sélido adecuado para estimar
el nimero de viables contando el nd-
mero de colonias que se forman, ya
que cada una de estas deriva de una
célula aislada; para que la medida sea
correcta desde el punto de vista es-
tadistico, es necesario contar mds de
300 UFC.En ciertas ocasiones, en las
que la densidad de microorganismos
es demasiado baja, éstos se pueden re-
colectar por filtracién a través de una
membrana (de 0.2 pm de tamano de
poro), la cual se coloca en un medio
de cultivo adecuado para que se for-

men las colonias.




* Medida del nimero de particulas: En
este método se utilizan contadores
electrénicos de particulas. Estos sis-
temas no indican si las particulas co-
rresponden a células vivas o muertas;
pero pueden dar una idea del tamano
de las particulas.

* Medida de pardmetros bioquimicos:
en este caso pueden ser la cantidad de
ADN, ARN, proteinas o peptidogli-
cano, entre otros por unidad de volu-
men de cultivo (25, 26, 27, 28).

Ciclo de Crecimiento de Poblaciones.

En un medio liquido se pueden diferenciar
cuatro fases en la evolucién del crecimiento
bacteriano:

* Fase de adaptacién: Las bacterias aco-
modan su metabolismo a las nuevas
condiciones ambientales y de nutrientes
para iniciar el crecimiento exponencial.

Fase exponencial o logaritmica: Tanto

la velocidad de crecimiento como el
consumo de nutrientes son mdaximos,
las bacterias tienen un tiempo de gene-
raciéon minimo y corresponde a la fase
de infeccién y multiplicacién del agen-
te infeccioso dentro del organismo.
Fase estacionaria: No se incrementa el
nimero de bacterias y estas presentan
un metabolismo diferente al de la fase
exponencial; se observa acumulacién y
liberacién de metabolitos secundarios
que tienen importancia en el curso de
las infecciones o intoxicaciones. Esta
fase sucede porque se agotan uno o va-
rios nutrientes esenciales en el medio,
bien ser porque, los productos de dese-
cho liberados en la fase de crecimiento
exponencial convierten el medio en in-
héspito para el crecimiento microbia-
no o por la presencia de competidores
que limitan su crecimiento

Fase de muerte: se produce una reduc-
cién del ntimero de bacterias viables
del cultivo (29, 30).

Figura 2. Curva de crecimiento Bacteriano.
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CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO

TIEMPO DE INCUBACION

Fuente: L. Corrales.
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Factores condicionantes del
desarrollo bacteriano

Las bacterias se encuentran en la naturaleza
en constante interrelacién con otros orga-
nismos vivos y de esta interaccién incide en
su desarrollo. Por ejemplo, las bacterias en-
dofiticas, las cuales son, bacterias beneficio-
sas para las plantas que prosperan dentro de
ellas y pueden mejorar su crecimiento; esto
se puede relacionar con una mejor absor-
cién de nutrientes que regula el crecimiento
y la sintesis de fitohormonas relacionadas
con el estrés (31).

Temperatura: Para cada microorganismo
existe una temperatura de crecimiento ade-
cuada; en este sentido, se observa una tem-
peratura minima por debajo de la cual no
hay crecimiento, a temperaturas mayores se
produce un incremento lineal de la veloci-
dad de crecimiento hasta que se alcanza la
temperatura éptima y por encima de esta, la
velocidad de crecimiento decae bruscamen-
te y se produce la muerte celular.

El incremento de la velocidad de crecimien-
to en relacién con el aumento de la tempe-
ratura se debe al incremento de la velocidad
de las reacciones enzimdticas; mientras que,
el crecimiento escaso o nulo a temperatu-
ras bajas en relacidon con la éptima, se debe
a la reduccién de la velocidad de reaccién
enzimdtica y al cambio de estado de los li-
pidos de la membrana celular que pasan de
ser fluidos a cristalinos (32). Asi mismo, la
muerte ocurre a altas temperaturas debi-
do a la desnaturalizacién de las proteinas y
también a las alteraciones producidas en las

membranas lipidicas.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que, a
temperaturas bajas, el metabolismo celular
se enlentece y las células paran de crecer,
pero no mueren y pueden recuperar su ca-
pacidad de divisién si aumenta posterior-
mente la temperatura; lo que no ocurre en
el caso contrario de altas temperaturas don-
de los microrganismos mueren, lo que per-
mite esterilizar por calor y no por frio.

Tabla 5. Clasificacién Bacteriana de acuerdo con las temperaturas Cardinales para su desarrollo.

CLASIFICACION T. MINIMA T. OPTIMA

PSICROTROFOS O PSICROTOLERANTES -5°C 0°C 35°C
PSICROFILA 0°C 12-15°C 20°C
MESOFILA 20°C 35-37°C 42°C
TERMOFILA 42°C 56°C 80°C
HIPERTERMOFILA 60°C 80 °C Mis de 110 °C
TERMOTROFOS 15-20°C 30 — 40 °C 45-50°C

Fuente: Tomado de Conceptos Bisicos de Microbiologfa.
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Los microorganismos implicados en la ge-

neracién de infecciones son los meséfilos

corporales; estas bacterias, pueden producir

ademds toxinas que causan intoxicaciones

y algunos psicrétrofos, sus temperaturas  alimentarias (33).

dptimas de crecimiento coinciden con las

Figura 3. Rangos de temperatura en el crecimiento bacteriano.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110°C...
[ | | | | g
Flavobacterium spp. Escherichia spp. Bacillus spp. Thermococcus Pyrodictium
Pseudomonas spp. Streptococcus spp. Lactobacillus celer brockii
Listeria spp. bulgaricus

Fuente: Tomado de Conceptos bdsicos de microbiologfa. Corrales L y Gonzélez A.

El pH: Las condiciones de pH del medio re-
gulan, a su vez, el pH interno de la bacteria
e influyen en el transporte de hidrogenio-
nes a través de membrana citoplasmdtica.
La mayoria de microorganismos que se de-
sarrollan a pH 7 se denominan neutréfilos,
los acidéfilos se desarrollan a pH inferior a
5 y los que se desarrollan a pH mayores de 8
se denominan baséfilos o alcaléfilos. (33).

* Rangos de pH y el crecimiento de algunos
Microorganismos

El pH intracelular es ligeramente superior
al del medio que rodea las células ya que,
en muchos casos, la obtencién de energia
metabdlica depende de la existencia de un
gradiente en la concentracién de protones a
ambos lados de la membrana citoplasmdtica.

Figura 4. Rangos de pH en el crecimiento bacteriano.

pH =-log [H']; [H*]=10 7

moles por litro

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 pH...
— »
Archaeas Hongos La mayoria de Género Vibrio Género Bacillus
Thiobacillus Levaduras microorganismos
Bacterias

Fuente: Tomado de Conceptos bdsicos de microbiologfa. Corrales L y Gonzélez A.




Caycedo et al. Las bacterias, su nutricion y crecimiento: una mirada desde la quimica

El pH en los medios de cultivo suele bajar,
lo cual confiere una ventaja selectiva frente
a otros microorganismos competidores. Es
asi como, las bacterias licticas, por ejemplo,
producen grandes cantidades de 4dcido ldc-

tico (CH,CHOHCOOH) y como conse-
cuencia de esto, el pH del medio de cultivo
disminuye a valores inferiores a los soporta-
bles por otras bacterias.

Tabla 6. Rangos de ph para el crecimiento bacteriano.

Microorganismo Rango Optimo
Acidéfilos 1-5,5 2-3
Neutréfilos 5,5-7,5 6,5-7,0
Baséfilos o Alcaléfilos 8,5-11,5 9,0-10,0

Fuente: Corrales L y Gonzélez A.

Actividad del agua

El agua como compuesto quimico, estd
constituido por moléculas que presentan
una geometria molecular de la cual resulta
un momento dipolar elevado. La polaridad
de la molécula y, por tanto, el sinndmero
de interacciones que éste compuesto propi-
cia, se explica por el dngulo de enlace de
104,9°, esta particularidad se constituye en
un factor determinante en las atracciones
intermoleculares, los puentes de hidrégeno,
la solubilidad y la tensién superficial. (34)

Las propiedades antes mencionadas influ-
yen directamente en la “actividad de agua”
(a,); la cual se define como la relacién entre
la presién de vapor de agua del substrato
de cultivo (P) y la presién de vapor de agua
pura (Po); por tanto, la actividad del agua
incide en el curso de reacciones quimicas y
bioquimicas.

Si los microorganismos se encuentran en
un substrato con una actividad de agua
demasiado baja el crecimiento se detiene,
esta detencién no suele llevar a la muerte
del microorganismo, sino que se mantiene
en condiciones de resistencia durante un
tiempo mds o menos largo; en el caso de
las esporas, la fase de resistencia puede ser
considerada prdcticamente ilimitada.

En relacién con la actividad del agua se en-
cuentran microorganismos osmotoleran-
tes, cuando crecen en un rango amplio de
a_, un ejemplo es el Staphylococcus aunreus
que crece a concentraciones de sal 3M; os-
méfilos son aquellos que crecen en ambien-
tes con altas actividades y cuando crecen en
ambientes muy secos o con bajas activida-
des reciben el nombre de xeréfilos. (5, 33,

35)
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Potencial de oxido-reduccion
(REDOX)

Las reacciones de 6xido reduccién son
aquellos que se caracterizan por la presencia
simultdnea de una sustancia oxidante (gana
electrones) y un agente reductor (pierde
electrones) (8). El potencial redox mide la
tendencia a ganar o a perder electrones, lo
que ocasiona un cambio en el estado de oxi-
dacién de cada especie, segtn sea el caso.

Uno de los factores que intervienen en el
potencial redox, aunque no el tnico, es la
concentracién de oxigeno (O,). Hay mi-
croorganismos que requieren ambientes
oxidantes para crecer, mientras que oOtros
necesitan ambientes reductores; cuando
una bacteria requiere un ambiente oxidan-
te, desarrolla un metabolismo oxidativo
(respiratorio) en cambio cuando requiere
ambientes reductores optan por un meta-

bolismo fermentativo.

Una bacteria es aerobia cuando necesita del
oxigeno para vivir y es anaerobia en dos
casos, cuando no lo necesita, denominada
“anaerobia tolerante” o cuando muere en
presencia del oxigeno “anaerobias estric-
tas”. Dentro de este grupo de bacterias se
encuentran algunas que llevan a cabo un
metabolismo oxidativo porque usan otro
aceptor final de electrones que actda como
oxidante ambiental, ejemplo, de éstas son
las que “respiran” nitratos (NO?-), sulfa-
tos (SO,*) u otros compuestos capaces de
aceptar electrones y funcionan como agen-
tes oxidantes.

En el curso de ciertas reacciones metabdlicas
redox se forman compuestos altamente re-
activos (radicales libres, formas superéxido)
que pueden danar las proteinas, membranas
y dcidos nucleicos produciendo la muerte
de las células. Las células se protegen de es-
tos compuestos por la sintesis de enzimas
como la superéxido dismutasa (SOD), pe-
roxidasa y catalasa. Las bacterias anaerobias
estrictas carecen éstas o las tienen en niveles
muy bajos de forma que no pueden sobrevi-

vir en presencia de oxigeno. (5, 36)

De otra parte, existen bacterias reductoras
de metales como Geobacter sulfurreducens,
las cuales transfieren electrones mds alld de
sus membranas externas a los 6xidos de Fe
(III) y Mn (IV); en este sentido, los éxidos
metdlicos insolubles en el medio ambiente
representan un depdsito comun y vasto de
energfa para algunos microorganismos res-
piratorios capaces de transferir electrones
a través de sus membranas aislantes a los
aceptores externos, un proceso denomina-

do transferencia de electrones extracelular

(37).

Medios de cultivo

Caldos de Enriquecimiento: contienen
agentes inhibidores a baja concentracién,
que retrasan el crecimiento de la microbio-
ta contaminante y permiten el crecimiento
del microorganismo que se quiere recuperar

(29).
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Caldo nutritivo con Extracto de Carne y
NaCl (Cloruro de Sodio): es utilizado para
la recuperacién de microorganismos no exi-
gentes; s ¢ puede suplementar con extrac-
to de levadura, peptonas, glucosa, y otros
componentes.

Caldo Tioglicolato: se suplementa con ca-
seina, extracto de levadura, carne y tiogli-
colato. Para el aislamiento de anaerobios, se
anaden ademds hemina y vitamina K.

El tioglicolato es un compuesto derivado del
dcido tioglicolico, rico en dtomos de azufre
que facilita, el transporte de electrones.

ws
OH acido tioglicolico

Es el caldo mds utilizado en microbiolo-
gia clinica porque ofrece un bajo potencial
redox, por lo cual permite el éptimo desa-
rrollo de las bacterias anaerobias. Favorece
también el crecimiento de aerobios, mi-
croaeréfilos e incluso de microorganismos
exigentes (38).

Caldo Gram negativos (GN): contiene
agentes inhibidores a baja concentracién
como el citrato y desoxicolato (sal biliar),
los cuales inhiben el desarrollo de las bacte-
rias Gram positivas y retrasan el crecimien-
to de las coliformes; se utiliza como medio
de enriquecimiento para el aislamiento de
Salmonella y Shigella en muestras de heces e
hisopados rectales.

Desoxicolato de Sodio

Caldo selenito F: Contiene como agente
inhibidor el selenito de sodio (Na,SeO,), el
cual inhibe los enterococos y retrasa el cre-
cimiento de las coliformes, se puede anadir
cisteina que favorece el crecimiento de Sa/-
monella.

Caldo tetrationato: Contiene sales biliares
y tetrationato sédico (se genera en la re-
accién de tiosulfato con yodo), los cuales
inhiben las bacterias Gram positivas y las
coliformes que no tienen la enzima tetra-
tionato reductasa. Se utiliza como medio
de enriquecimiento para el aislamiento de
Salmonella.

Tetrationato de sodio

El tetrationato de sodio es una sal prove-
niente del anién sulfito (SO,)=, enriqueci-
do con otro dtomo de azufre que incremen-
ta la densidad electrénica y, por lo tanto,
facilita el transporte de electrones.

Caldo peptona complementada: medio
con pH 8,4 que se utiliza como enrique-
cimiento para el aislamiento de especies de
Vibrio, antes de pasar a subcultivos en me-

dios m4s selectivos.

69



70

NOVA. 2021; 19 (36)

Caldo tioglicolato Campy: es un medio
semisélido por la adicién de agar, similar
en componentes al caldo tioglicolato suple-
mentado con antibidticos. Se utiliza para el
enriquecimiento de especies de Campylo-
bacter antes de subcultivar en medios mds

selectivos.

Caldo Todd-Hewitt con sangre y antibié-
ticos: compuesto por infusién cerebro cora-
z6n, peptona, glucosa C. H O, cloruro de
sodio, NaCl, fosfato de sodio, Na,PO, y car-
bonato de sodio, Na,CO,. Como inhibido-
res contiene acido nalidixico (C ,H ,N,O,)
y gentamicina (C, H,_,N.,O) o colistina
(C,,H,N,O,,), se utiliza como medio de
enriquecimiento para Streptococcus agalac-
tiae de muestras genitales (16, 39).

Caldo con carne picada: caldo nutritivo
al cual se le anaden trozos de carne como
fuente de proteinas, posee un bajo poten-
cial redox, lo cual favorece la recuperacién
de anaerobios, mejor cuando se afnade una
capa de parafina liquida, la cual, se utiliza
para aislar el cultivo bacteriano del O, del
ambiente.

Leche con tornasol: caldo enriquecido al
cual se le anade leche (descremada), su uso
se fundamenta en la capacidad de ciertos
microorganismos de producir determinadas
reacciones metabdlicas como fermentacién
de la lactosa, caseolisis (peptonizacién), y
coagulacién de la caseina C,;H_N,O,. Es-
tas reacciones se ponen de manifiesto me-
diante un indicador redox y de pH, como
el tornasol.

La caseina es una proteina sobre la cual ac-
tda la enzima caseinasa, rompiendo los en-
laces peptidicos y la estructura cuaternaria,
originando asociaciones mds pequenas que
pueden aglutinarse cuando se alcanza el
punto isoeléctrico. El crecimiento se inter-
preta de la siguiente manera:

Color rosado en el medio de cultivo: Fermen-
tacién de la lactosa y por lo tanto es una
reaccion dcida, en la cual, como producto
de la reaccién se obtiene el dcido l4ctico:

CH,0H CH,OH

o . oy . 0, 1 CooH
H o kH H — X2HO——H
N OH H OH H /L, —>X2 NoH n /A, —>x2
H HO CH,
H OH H  OH H  OH

(x2) ACIDO

LACTOSA (x2) GLUCOSA LAcTICO

Cuando no hay cambio de color en el me-
dio de cultivo, no se ha producido fermen-
taciéon de la lactosa ni se han utilizado las
sustancias nitrogenadas del medio. De otra
parte, un color azul en el medio de cultivo,
indica que el microorganismo ha utilizado
las sustancias nitrogenadas del medio, pro-
duciendo reaccién alcalina.

Un color blanco en el medio de cultivo,
indica que se ha producido una peptoniza-
cién de la proteina de la leche (digestién),
y el tornasol se reduce a una leucobase. La
produccién de codgulo, indica coagulacién
de la leche, se alcanza el punto isoeléctrico
de la proteina y la produccién de gas, por
la aparicién de burbujas (CO, y H)) en el

medio.
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Caldo verde brillante bilis al 2%: es un
medio selectivo recomendado para la prue-
ba confirmatoria en la deteccién del grupo
coliforme en aguas, leche, derivados licteos
y otros productos de importancia sanitaria,
mediante la determinacién del NMP (nu-
mero mds probable). La bilis y el verde bri-
llante inhiben el desarrollo indeseable de la
flora acompanante de los coliformes e in-
cluso suprimen el crecimiento de los anae-
robios fermentadores de la lactosa como es
el caso de Clostridium perfringens. La pre-
sencia de gas después de 24 — 48 horas a 35°
C de incubacién se considera como prueba

positiva para la presencia del grupo Coli —
Enterobacter (40).

Medios de cultivo en placa de
aislamiento primario de uso rutinario

* No Selectivos: para cultivo de una am-

plia variedad de organismos dificiles de
e . » , .

crecer “in vitro”. A menudo estdn enri-
quecidos con nutrientes como: sangre,
suero, hemoglobina, factores de creci-
miento X, V, aminodcidos, y vitaminas
entre otros.

e Selectivos: de moderada o de alta selec-
tividad, a los cuales se les anaden sus-
tancias que inhiben el crecimiento de
ciertos grupos bacterianos permitiendo
a la vez el crecimiento de aquellas que
se desean seleccionar. Algunas sustan-
cias inhibidoras son el cristal violeta

que inhibe las bacterias Gram positi-

vas. Otra manera es modificar la fuente
de carbono; si se sustituye la glucosa
por maltosa, se seleccionan aquellos
microorganismos capaces de metaboli-

zarla.

e Enriquecidos: algunos microorganis-
mos no son capaces de desarrollarse
en medios de cultivo normales, para
cultivarlos se requiere afadir sustan-
cias altamente nutritivas como sangre,
suero, cofactores, vitaminas, extractos
de tejidos animales y las bacterias que
crecen en ellos se denominan exigentes
o fastidiosas (41).

Los medios enriquecidos en los cuales se
suprime el crecimiento de la flora compe-
titiva normal se hacen mediante el uso de

antibiéticos especificos, como kanamicina

(CH,N,O,) yvancomicina (C_ . H .CLN,O, ).

Agar Cled (cistina, lactosa, deficiente
en electrolitos):

Es un medio no selectivo diferencial, re-
comendado para el andlisis bacteriolégico
de orina ya que en él crecen la gran ma-
yoria de las bacterias, tanto Gram negati-
vas como Gram positivas, patdgenas de
vias urinarias. Debido a que en su compo-
sicién tiene deficiencia en electrolitos (no
contiene cloruro de sodio), impide que
las colonias del género Proteus invadan la
placa de cultivo (efecto swarming), por lo
tanto, este medio facilita el recuento de las

unidades formadoras de colonias (UFC).

71



El tnico carbohidrato que contiene es La
lactosa; la cistina, facilita el crecimiento de
las bacterias coliformes dependientes de ella
y el azul de bromotimol funciona como in-
dicador, el cual permite distinguir las colo-

nias de bacterias fermentadoras de las que
no lo son ya que vira a amarillo en pH dcido
y se torna de un color azul mds intenso en

pH alcalino (42).

Foto 1. Agar CLED, de izquierda a derecha: medio sin sembrar, microorganismo no
fermentador de lactosa, microorganismo fermentador de lactosa.

Fuente: L. Corrales.

Agar Nutritivo

Es un medio de cultivo no selectivo, utili-
zado para el aislamiento y recuento de mi-
croorganismos que tienen requerimientos
nutricionales escasos, su uso estd descrito
principalmente para procedimientos en el
andlisis de alimentos, aguas y otros materia-
les de importancia sanitaria. La pluripepto-
nay el extracto de carne aportan nutrientes
para el desarrollo bacteriano; el cloruro de
sodio (NaCl) mantiene el balance osmético
y el agar es el agente solidificante. Puede ser
suplementado con sangre ovina desfibrina-
da estéril, para favorecer el crecimiento de
microorganismos exigentes en sus requeri-
mientos nutricionales y en este caso permi-

te una clara visualizacién de las reacciones
de hemdlisis.

Agar BHI (infusion cerebro-corazon)

La infusién cerebro-corazén es una férmu-
la que contiene muchos nutrientes ya sea
como caldo o medio sélido y opcionalmen-
te con sangre adicional. Los componentes
clave incluyen infusién de distintos tejidos
animales con el agregado de peptona, tam-
pén fosfato (HPO,-) y una pequefia con-
centracién de glucosa que proporciona la
fuente de energia accesible.



Este medio en presentacién de caldo se
emplea con frecuencia como medio para
hemocultivo y como medio base para mu-
chas pruebas metabdlicas, en especial para
la identificacién del género Streptococcus.
Cuando al medio se le adiciona 6.5% de

cloruro de sodio, las sales activas actdan
como agentes diferenciales y selectivos, los
cuales interfieren en la permeabilidad y el
equilibrio eléctrico y osmético en microor-
ganismos intolerables a esta sal (43).

Foto 2. Agar BHI sin sembrar.

Fuente: L. Corrales.

Agar TSA (triptona-soja)

Medio rico de uso general para el crecimien-
to de una amplia variedad de microorganis-
mos. Se produce por digestién enzimdtica
de la soja y de la caseina, con frecuencia se

utiliza como agar base para otros tipos de
medios tales como agar sangre o chocola-
te. En este medio pueden crecer microorga-
nismos exigentes como algunas especies de
Brucella, Corynebacterium, Listeria, Neisse-

ria'y Vibrio (16).

Foto 3. Agar tripticasa Soja.

Fuente: L. Corrales.




74

NOVA. 2021; 19 (36)

Agar Sangre

El agar sangre es un medio no selectivo,
compuesto por un agar base que contiene
una fuente proteica al cual se le agrega de

5% a 8% de sangre ovina; el agar sangre,

permite el crecimiento de la mayoria de las
bacterias (Gram positivas y Gram negati-
vas), permite verificar capacidad hemoliti-
ca (medio diferencial), las hemdlisis que se
pueden evidenciar en este medio son: beta,
alfa y gamma.

Foto 4. Hemolisis en agar sangre. De izquierda a derecha: agar sangre sin sembrar, pro-

duccién de hemdlisis gama, hemdlisis alfa y hemdlisis beta.

Fuente: L. Corrales.

El agar sangre estd preparado con un me-
dio de cultivo deshidratado denominado
agar base sangre, el cual estd compuesto
por agar-agar, infusién de musculo de co-
razén, peptona, cloruro de sodio; el color
del medio es dmbar claro; cuando se agrega
la sangre, su color cambia a rojo cereza.
La sangre utilizada para preparar el medio
generalmente es sangre de cordero, pero
también puede ser sangre humana o de ca-
ballo, y, al respecto es importante conside-
rar que algunas bacterias varfan el tipo de
hemolisis de acuerdo con la naturaleza de
la sangre. El uso se fundamenta en que la
infusién de musculo de corazén y la pepto-
na, otorgan al medio un alto valor nutriti-
vo, que permite el crecimiento de una gran
variedad de bacterias y otros microorga-
nismos, aun de aquellos nutricionalmente
exigentes. El cloruro de sodio mantiene el
balance osmético.

Hemolisinas: cerca del 35% de las toxinas
producidas por las bacterias son del tipo
“Toxinas membranoliticas” (TM). La carac-
teristica mds importante de los efectos de
estas toxinas es sobre la organizacién en la
bicapa fosfolipidica de la membrana plas-
mitica de células humanas y/o animales. La
pérdida de la integridad de la membrana
conlleva a un desbalance osmético, reflejado
por la hinchazén de la célula debido al in-
greso de agua y desorden del gradiente elec-
troquimico que conduce a la lisis y muerte
celular, contribuyendo a la virulencia de la
bacteria y jugando un rol importante en la
patogenia bacteriana. Las TM fueron iden-
tificadas “in vitro” por su caracteristica de
lisar glébulos rojos sensibles de humanos y
otras especies animales, con la aparicién de
un halo de hemdlisis alrededor de las colo-
nias bacterianas en agar sangre. Sin embar-
go, actualmente se sabe con certeza que la
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mayoria de hemolisinas bacterianas actdan
sobre células distintas a los glébulos rojos,
causando dafo tisular o muerte de muchos
de los animales de experimentacién. Es por
esta razon, que se propuso el término “cito-
toxina” o “toxina citolitica” para describir

correctamente el rango de sus actividades

biolégicas (16, 44).

Como se expuso anteriormente, en el agar
sangre, se pueden diferenciar tres tipos de
hemdlisis:

Hemolisis alfa: Lisis parcial de los glébulos
rojos, con un halo de color verdoso alrede-
dor de las colonias, debido a la oxidacion de
la hemoglobina a metahemoglobina, con la
liberacién de un producto de degradacién
llamado biliverdina por el peréxido de hi-
drégeno generado en el metabolismo de los
microorganismos.

Hemolisis beta: Lisis total de los glébulos ro-
jos. Se observa un halo claro, traslicido al-
rededor de la colonia, estas hemolisinas in-
teractian con el colesterol en la membrana
celular, dando como resultado el deterioro
de esta estructura celular protectora. La es-
treptolisina, una exotoxina que causa la lisis
completa de los hematies, (Estreptolisina
O, citotoxina sensible al oxigeno. Estrepto-

lisina S, citotoxina oxigeno estable.)

Hemolisis gamma: Ausencia de lisis de los
glébulos rojos. El medio de cultivo no pre-

senta modificaciones de color y aspecto al-

rededor de las colonias (45).

Agar Chocolate

Este medio permite el crecimiento de mi-
croorganismos exigentes en sus requeri-
mientos nutricionales, como es el caso de
algunos Streptococcus, Haemophilus y Neis-
serias patdgenas; corresponde a la misma
férmula del medio agar sangre, en el cual,
por calentamiento a 60°C se lisan los glé-
bulos rojos, éstos al ser lisados liberan la
hemoglobina y otros nutrientes como fac-
tor X (hemina) y factor V (Nicotin Adenin
Dinucleétido - NAD).

El dinucleétido de nicotinamida y adeni-
na, mas conocido como NAD+ en su forma
oxidada y NADH en su forma reducida, co-
rresponde a una coenzima que se encuentra
en las células vivas; estd compuesta por dos
nucleétidos unidos por sus grupos fosfatos,
uno de ellos una base de adenina y el otro
de nicotinamida. Su funcién principal es
intervenir en el intercambio de electrones e
hidrogeniones en la produccién de energia
celular (46) (47). El factor X, denominado
hemina y también protoporfirina es un pig-
mento que contiene hierro (Fe) y suminis-
tra los compuestos tetrapirrélicos necesarios
para la sintesis de citocromos y enzimas.
Este medio de cultivo, es muy nutritivo por
la presencia de peptona, tripteina, extracto
de levadura, extracto de corazén y almidén,
se pueden agregar suplementos definidos
que proporciona el factor V, vitaminas, ami-
nodcidos, coenzimas, glucosa, iones férricos
(Fe*) y otros factores que favorecen el cre-
cimiento de especies exigentes (48, 49).
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Foto 5. Agar Chocolate.

Fuente: L. Corrales.

Agar Mueller Hinton

Es un medio de cultivo rico, disenado es-
pecialmente para hacer ensayos de sensibi-
lidad frente a antimicrobianos y recomen-
dado por el Comité de la Organizacién
Mundial de la Salud para la estandarizacién
de pruebas de susceptibilidad por no con-
tener sustancias inhibidoras de los antimi-
crobianos, por ejemplo, el PABA (4cido
p-amino benzoico), que anula la actividad
de sulfamidas, asi como por su reproducti-
bilidad. Ademds, es util con el agregado de
sangre para el cultivo y aislamiento de mi-
croorganismos nutricionalmente exigentes.
El agar Mueller-Hinton, se utiliza para la
realizacién del ensayo de difusién en pla-
ca, en tanto que el caldo Mueller-Hinton se
emplea para la determinacién de la concen-
tracién minima inhibidora en el ensayo de
diluciones seriadas (50).

Solo bacterias aerébicas o facultativas que
crecen satisfactoriamente en agar Mueller
Hinton, sin suplementar, podrian ser tes-
teadas en este medio. Para los test con cepas
que no crecen satisfactoriamente en Mue-
ller Hinton no suplementado como S. pnreu-
moniae, estreptococos B hemoliticos y del
grupo Viridans, se requiere adicionar san-
gre de oveja desfibrinada al medio fundido
y enfriado, en una concentracién final de 5

% (VIV) (51).
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Tabla 7. Variacién de la actividad de diferentes antimicrobianos con el cambio del pH del medio.

DISMINUCION DE LA
ACTIVIDAD

AUMENTO DE LA ACTIVIDAD

PEQUENOS CAMBIOS EN
LA ACTIVIDAD

pH alcalino Aumento o disminucién del pH

o Penicilina
Amoxicilina Lo .
o Amicacina Cefalotina
Ampicilina P :
o Netilmicina Cefalexina
Carbenicilina .. . ..
s Estreptomicina Azitromicina Cefoperazona
Cloxacilina .. . .. -
. e Tobramicina Claritromicina Ceftazidima
Piperacilina . .. . . .
L. Claritromicina Clindamicina Ceftriaxona
Tetraciclina . .. . .
L. Eritromicina Metronidazol Cloranfenicol
Doxiciclina g Lo
. Ac. Nalidixico Polimixina B
Minociclina . ;
. . Quinolonas Fluoradas Sulfonamidas
Nitrofurantoina . .
Trimetoprima

Fuente: Corrales L y Gonzélez A.

Foto 6. Prueba de sensibilidad y resistencia a antibidticos por el método Kirby Bauer en
Agar Muller Hinton.

Fuente: L. Corrales.

Agar Gardnerella

Es un medio parcialmente selectivo y de di-
ferenciacion para el aislamiento de Gardne-
rella vaginalis a partir de muestras clinicas.
El medio estd suplementado con peptona
de proteasa para mejorar el crecimiento
de Gardnerella. Se anade anfotericina B
para reducir el crecimiento de las levaduras
como Candida spp. que también son fre-

cuentes en las muestras vaginales, se anade

sangre humana como nutriente y para de-
tectar la beta-hemolisis difusa caracteristica
de este microorganismo (49). La deteccién
del organismo en medios utilizados siste-
mdticamente es dificil dado que la Gardne-
rella y otras bacterias tales como lactoba-
cilos y estreptococos pueden producir alfa
hemdlisis en medios con sangre de carnero,
no obstante, en medios con sangre huma-
na, produce la beta-hemdlisis caracteristica

(52, 53).
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Agar Thayer Martin

Utilizado para el aislamiento del gonoco-
co, este medio es un agar chocolate enri-
quecido al cual se ha anadido una mezcla
de tres antibidticos especificos que inhiben
el crecimiento del resto de la flora acom-
panante (51). Es selectivo para la recupe-
racién de Neisseria gonorrhoeae y Neisseria
meningitidis por la presencia de suplemento
de antibidticos constituido por vancomici-
na, colistina, nistatina y trimetoprima que
inhibe el desarrollo de microorganismos
Gram positivos y Gram negativos y candi-
das, y sin efecto inhibitorio para neiserias.
El medio de cultivo es altamente nutritivo
ya que contiene agar base GC, hemoglobina
y el suplemento de enriquecimiento Vitox
o Isovitalex que contiene: vitamina B12,
L-glutamina, CIH guanina, adenina, ac.
p—aminobenzoico, L-cistina, NAD (coen-
zima I), cocarboxilasa, nitrato férrico Fe
(NO3)3, CIH tiamina, CIH cisteina y glu-
cosa (54, 55).

Agar Mac Conkey

Es un medio selectivo porque contiene sa-
les biliares y cristal violeta que inhiben el
desarrollo de bacterias Gram positivas y de
algunas Gram negativas exigentes y diferen-
cial por la lactosa que proporciona la Gnica
fuente de carbono para el desarrollo bacte-

riano.

Este medio se utiliza para el aislamiento de
bacilos Gram negativos de ficil desarrollo,
aerobios y anaerobios facultativos a partir

de muestras clinicas, aguas y alimentos;
todas las especies de la familia Enterobac-
teriaceae se desarrollan con buen creci-
miento. La bacteria requiere dos enzimas
para degradar el azdcar, la lactosa permea-
sa (galactésido permeasa), que transporta
el disacdrido al interior de las células y la
B-galactosidasa, que cataliza la hidrélisis de
lactosa en sus dos monosaciridos glucosa y
galactosa. Las bacterias que sintetizan las
dos enzimas son fermentadoras rdpidas y las
bacterias que solo sintetizan la B-galactosi-
dasa son fermentadoras lentas; el indicador
es el rojo neutro, asi que en medio 4cido se
observa de un color rosa intenso o fucsia en
las colonias o alrededor de las mismas que
corresponde a la reaccién de fermentacién

positiva (16, 50).

Figura 5. Proceso Fisicoquimico para la fermentacién de la
Lactosa.

Lactosa
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1
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Enlace B-galactésido
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h Glucosa—p Acido

Acidos mixtos

Fuente: L. Corrales.




Se recomienda el uso de este medio en
muestras clinicas con posible flora micro-
biana mixta, tales como procedentes de la
orina, sistema respiratorio, heridas y otras,

porque permite la agrupacién preliminar de
bacterias entéricas y otras bacterias Gram
negativas en organismos fermentadores y
no fermentadores de lactosa (56).

Foto 7. Agar Mac Conkey (De izquierda a derecha: Medio sin sembrar, fermentacién de
lactosa positiva y fermentacién de lactosa negativa).

Fuente: L. Corrales.

Agar Endo

Es un medio importante para el examen mi-
crobiolégico del agua potable y residual, los
productos ldcteos y los alimentos. El me-
dio se utiliza aGn en microbiologia clinica
y en otros sectores para el aislamiento y la
diferenciacién de la familia Enterobacte-
riaceae. La selectividad del agar Endo, se
debe a la combinacién del sulfito de sodio
(Na,SO,) con la fucsina bdsica, lo cual oca-
siona la supresién parcial de los microorga-

nismos Gram positivos (57). Los coliformes
fermentan la lactosa, produciendo colonias
color rosa oscuro a rojizo con un brillo me-
talico verdoso iridiscente y una coloracién
similar en el medio. Las colonias de mi-
croorganismos que no fermentan la lacto-
sa son incoloras o de color rosa pdlido en
contraste con el fondo rosa claro del medio

(58).
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Foto 8. Endo en microplacas deshidratadas para ser utilizado en la técnica de filtracién por membrana, para andlisis micro-
biolégico del agua. (a la izquierda medio hidratado sin membrana de filtracién, derecha medio con crecimiento bacteriano de
coliformes totales después de incubaci6n).

b=

Fuente: L. Corrales.

Agar Eosina Azul De Metileno (EMB)

Este medio de cultivo tiene como inhibido-
res los colorantes eosina y azul de metileno;
como hidratos de carbono, lactosa y sacaro-
sa 'y como indicador eosina y azul de meti-
leno. Permite la diferenciacién de colonias
de organismos fermentadores de lactosa y
aquellos que no la fermentan; el contenido
de eosina y azul de metileno inhiben el de-

sarrollo de microorganismos Gram positi-
vos. La presencia de sacarosa permite, para
algunos miembros del grupo coliforme, fer-
mentarla con mds facilidad que la lactosa.
Las colonias lactosa positiva presentan un
color azul o moradas con brillo metilico o
poseen centros oscuros con periferias trans-
parentes incoloras y las que son negativas
se observan incoloras o rosa pilido transpa-

rentes (59).

Figura 6. Procesos Fisicoquimicos para la fermentacién de la sacarosa.
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Fructosa
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Fuente: L. Corrales.
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Foto 9. Agar EMB sin sembrar y con fermentacién de aziicares positivo.

-

Fuente: L. Corrales.

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)

Contiene como inhibidor cloruro de sodio
(NaCl), tres hidratos de carbono: xilosa
(C,H,,O,), sacarosa (C,H,,0,) y lactosa
(C12H22011), el indicador es el rojo fenol
y la fuente de azufre es el tiosulfato de sodio
(Na,S,0,). La xilosa es una aldo-pentosa,
un monosacdrido que contiene cinco 4to-
mos de carbono y un grupo funcional alde-
hido (-CHO) que tiene un isémero funcio-
nal que es la xilulosa (C;H, O,) (50, 60).

Es un medio selectivo para aislamiento y
diferenciacién de Enterobacterias entero-

patégenas como Salmonella, Shigella y Es-
cherichia. La fermentacién de los azucares
(xilosa, lactosa y sacarosa) producen cam-
bio de color de rojo a amarillo por el indi-
cador rojo de fenol, debido a la oxidacién
del grupo carbonilo. El Tiosulfato de sodio
(Na,S,0,) y la sal férrica (Citrato férrico)
revelan la formacién de 4cido sulthidrico
(H,S) porla precipitacién de sulfuro de fé-
rrico (Fe,S,) de color negro presente en las
colonias; los microorganismos productores
de cadaverina, se evidencian por la forma-
cién de un color rojo purpura alrededor de
las colonias dado por el aumento del pH

(16).

Figura 7. Reaccién general de descarboxilacidn.

NH,

NH,

| —_— I

CH
R -~ CcoOOH

Descarboxilacién

_CH, + cO,

Fuente: L. Caycedo
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Figura 8. Reaccién de Descarboxilacién del aminodcido lisina.

Descarboxilasa

NH, -

H,N-" COOH

Lisina

— HZN///\\V/”\\//J

NH,
+ CO,

Cadaverina

Fuente: L. Caycedo

De otro lado, las protedlisis de las proteinas
producen aminodcidos individuales; ciertas
bacterias heterotréficas pueden liberar enzi-
maticamente el azufre de los diversos ami-
nodcidos azufrados, produciendo H S ga-
seoso, peptona, cisteina, cistina, metionina
y tiosulfato (§,0,* ) los cuales son fuente
de azufre. Las enzimas responsables de esta
actividad son la cisteina desulthidrasa y la
tiosulfato reductasa.

El catabolismo anaerobio de la cisteina pro-
duce H,S, dcido pirtvico y amoniaco. El
anién tiosulfato S,0,* reemplaza al grupo
sulfato (SO,7) como aceptor de electrones y

es la fuente de azufre del microorganismo,
segun la siguiente reaccién:

4H* + 4e + 3 S,05%2 —» 2S03> +H,S.

El H,S es un gas incoloro, su produccién
se detecta cuando el gas reacciona con cier-
tos metales, como plomo (Pb), hierro (Fe) o
bismuto (Bi) originando sulfuros (60, 61).
Por lo anterior, es necesario un segundo in-
dicador, asi que se propicia la reaccién con
una sal fuerte de hierro (citrato de amonio
férrico), lo cual produce un precipitado ne-
gro insoluble de sulfuro ferroso metdlico

(FeS).

Foto 10. Agar XLD. (De izquierda a derecha agar XLLD sin sembrar, Fermentacién de azicares positivo,

descarboxilacion de lisina y produccién de H2S.
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Agar Hektoen Enterico

Este medio contiene como inhibidor sales
biliares, como hidratos de carbono lacto-
sa, sacarosa y salicina, posee dos indicado-
res: azul de bromotimol y fucsina dcida y
como fuente de azufre tiosulfato de sodio
(Na,$,0,). La salicina es un glucésido B- al-
cohdlico, conformada por glucosa y alcohol
salicilico que estin unidos por un puente
éter acetdlico, la presencia del alcohol liga-
do al azticar aumenta la solubilidad debido
a la formacién de puentes de hidrégeno.

La presencia de los dos indicadores diferen-
cia las colonias de bacterias fermentadoras
de las no fermentadoras, las primeras toman
un color amarillo-anaranjado y las segun-
das, azul-verdoso. La presencia de sacarosa
evita la seleccién de patégenos falsamente
positivos. Con el tiosulfato de sodio y el
amonio férrico se detectan los productores
de sulfuro de hidrégeno (H,S) por el preci-
pitado negro en el centro de la colonia. Este
es un medio ideal para el aislamiento selec-
tivo de Salmonella, Escherichia y Shigella, a
partir de heces y alimentos (16, 62).

Foto 11. Agar HE (De izquierda a derecha agar Hecktoen Entérico sin sembrar, fermentacion de aziicares positivo
y crecimiento sin fermentacion de aziicares.

[ I

Agar Cetrimide

Este medio cuenta con tiosulfato citrato
como inhibidor y azul de timol y de bro-
motimol como indicadores; es un medio
selectivo y diferencial para aislamiento de
Pseudomonas a partir de diversas muestras
ya que permite evidenciar la formacién de
pigmentos. El cetrimide, reactivo estd cons-
tituido por una mezcla de sales derivadas
del Bromo (Br'), de las cuales la mayor

concentracién corresponde a Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (C,;H,,BrN) que
constituye el componente que inhibe la flo-
ra acompafante (63,64).

Las colonias de Pseudomonas aeruginosa for-
man un pigmento de color verde-azulado
llamado piocianina que es fluorescente a la
luz UV, Esta reaccién se observa gracias a su
bioluminiscencia que requiere O,.
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Foto 12. Produccién de los pigmentos pioverdina y fluoresceina en el medio cetrimide.

Fuente: L. Corrales.

Agar Salado Manitol

Se emplea para el aislamiento selectivo y re-
cuento de Staphylococcus aureus en produc-
tos alimenticios, productos farmacéuticos y
cosméticos; es un medio altamente selectivo
por su alta concentracién salina; los esta-
filococos coagulasa positiva hidrolizan el
manitol (edulcorante obtenido de la hidro-
genacién del aziicar manosa) acidificando
el medio; las colonias aparecen rodeadas de
una zona amarilla brillante, los estafiloco-
cos coagulasa negativos, presentan colonias
rodeadas de una zona roja o purpura.

En el medio de cultivo, el extracto de carne
y la pluripeptona, constituyen la fuente de

carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales,
el manitol es el hidrato de carbono fermen-
table, el cloruro de sodio (que se encuentra
en alta concentracién) es el agente selectivo
que inhibe el desarrollo de la flora acompa-
fiante, y el rojo fenol es el indicador de pH

(65).

Las bacterias que crecen en un medio con
alta concentracién de sal y que ademds fer-
mentan el manitol, producen dcidos, con
lo que se modifica el pH del medio y por
lo mismo vira el indicador de pH del color
rojo a amarillo. Los estafilococos crecen en
altas concentraciones de sal, y pueden o no
fermentar el manitol.
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Foto 13. Agar Salado Manitol. (Izquierda medio sin sembrar, Derecha: Fermentacién
positiva Manitol).

K r T

Fuente: L. Corrales.

Agar Baird-Parker

Medio de alta especificidad diagnéstica, se-
lectivo y diferencial para el aislamiento y
recuento de Staphylococcus coagulasa po-
sitiva. Es un medio altamente nutritivo que
permite el crecimiento selectivo de Staphylo-
coccus ya que el telurito de potasio (K, TeO,)

y el cloruro de Litio (LiCl), inhiben el de-
sarrollo de la flora acompanante presente
en la muestra. Los Staphylococcus coagulasa
positiva reducen el telurito a teluro y asi se
originan colonias de color negro. Las bacte-
rias que tienen actividad lecitinasa, actiian
sobre la yema de huevo produciendo un
halo claro alrededor de la colonia (16).

(mocaon wmoko | et

La fosfatidilcolina conocida como leci-
tina, es un fosfolipido que, junto con las
sales biliares, ayuda a la solubilizacién de
los 4cidos biliares en la bilis (65). Es el
componente mds abundante de la fraccién
fosfatidica que puede extraerse de la yema
de huevo. La fosfatidilcolina es uno de los

principales constituyentes de las bicapas
lipidicas de las membranas celulares. La
fosfolipasa D cataliza la hidrélisis de fos-
fatidilcolina a 4cido fosfatidico, liberando
la colina, soluble en el citosol, que pue-
de usarse para sintetizar triacilgliceroles y
otros lipidos de membrana (66).
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Figura 9. Actividad de la Lecitinasa.
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Fuente: L. Corrales.

Foto 14. Agar Baird Parker con formacién de Teluro de sodio y actividad lecitinasa.

Fuente: L. Corrales.
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Agar TCBS

El extracto de levadura, la peptona de car-
ne y la tripteina aportan nutrientes para el
desarrollo de las bacterias, este es el medio
selectivo mds adecuado para el aislamiento
de las especies de Vibrio, e inhibidor para la
mayoria de las enterobacterias.

La inhibicién estd dada por las altas concen-
traciones de tiosulfato y citrato, la presencia
de bilis y el pH que es fuertemente alcali-
no. La degradacién de la sacarosa es variable
entre las especies de Vibrio; las colonias son
verdes para las cepas que no la utilizan y
amarillas para aquellas que producen 4cido
a partir de este aztcar. Los indicadores de

pH son azul de timol y azul de bromotimol,
que pasan de color azul al amarillo en me-

dio 4cido (50).

Es importante tener en cuenta, que en el
medio la proporcién de sacarosa estd equi-
librada de forma tal que no se inhiba el cre-
cimiento bacteriano por exceso de dcido; el
NaCl favorece el crecimiento de microorga-
nismos haléfilos y halotolerantes e inhibe
el desarrollo de los no tolerantes (67). El
tiosulfato de sodio (Na,§,0,) aporta azufre
y junto con el citrato férrico (C,H,O_Fe)
permiten la formacién de ion es sulfato
(8O,7), iones sulfuro (S?) y la reduccién a
iones ferroso (Fe*?).

Foto 15. Agar TCBS (Derecha fermentacién de sacarosa positiva, izquierda fermenta-
cién de sacarosa negativa.

Fuente: L. Corrales.

Medio Lowenstein-Jensen

Lowenstein-Jensen es una base para la pre-
paracién de varios medios destinados al
aislamiento, cultivo y diferenciacién de mi-
cobacterias. La mezcla de huevos, constitui-

dos en su clara por la proteina ovoalbimina
y en la yema por vitaminas A, E, D, 4cido
félico, B12, B6, B2, B1 y minerales como
hierro (Fe), fésforo (P), potasio (K) y mag-
nesio (Mg), que constituyen soporte para
el crecimiento de una gran variedad de mi-
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cobacterias. El verde de malaquita inhibe a
gran parte de la flora acompanante (68). Por
su parte, el agregado de glicerina estimula el
crecimiento de Mycobacterium tuberculo-
sis, pero inhibe el desarrollo de gran parte
de M. bovis., si se agrega un 5% de NaCl, se
pueden seleccionar micobacterias tolerantes
a la sal, como es el caso de M. smegmatis.

Para la siembra se recomienda, en proce-
dimientos de rutina, inocular la muestra
previamente descontaminada, sobre la su-
perficie del medio de cultivo. Incubacién
35-37°C; a los 7 dias de incubacidn, se ob-
serva por primera vez si hubo crecimiento.
Luego, se debe observar cada semana, hasta
un total de 8 semanas , para establecer las
caracteristicas morfoldgicas y la presencia o
ausencia de pigmento en las colonias (50).

Foto 16. Cultivo de M. tuberculosis en L] con verde
de malaquita

Fuente: L. Corrales.

Schaedler Kanamycina-Vancomicina
Agar Con 5% Sangre De Cordero

Se utiliza para el aislamiento selectivo de
Bacteroides, Prevotella y diversos anaero-
bios Gram negativos a partir de muestras
clinicas. El medio base es el agar Schaedler,

un medio altamente nutritivo, desarrolla-
do especificamente para el crecimiento de
anaerobios obligados. Cuando se le agrega
vitamina K1 y hemina, se constituye en la
base para varios medios selectivos, inclui-

dos Schaedler-KV Agar con 5% de sangre
de cordero.

La combinacién de kanamicina y vanco-
micina se usa en el aislamiento selectivo de
anaerobios Gram negativos; la adicién de
tres peptonas le proporcionan los nutrientes
para el desarrollo bacteriano, y la glucosa es
fuente de energfa, contiene ademds un tam-
pén Tris (hidroximetil-aminometano), de
féormula (HOCH2)3CNH2, para evitar la re-
duccidn excesiva del pH durante la fermen-
tacién de la glucosa. El extracto de levadura
es una rica fuente de vitaminas; la hemina
y la sangre de carnero suministran hemo
o factor X, necesario para el metabolismo
respiratorio de una variedad de anaerobios
estrictos. Se considera que la vitamina K
favorece el crecimiento de una variedad de
anaerobios Gram negativos. El cloruro de
sodio, proporciona los electrolitos esencia-
les; la kanamicina inhibe los bacilos anaero-
bios Gram negativos facultativos y muchas
otras bacterias facultativas, mientras que,
la vancomicina inhibe las bacterias Gram
positivas. La adicién de estos agentes anti-
microbianos convierte al medio en selectivo
para anaerobios Gram negativos estrictos,
tales como Bacteroides y Prevotella (69, 70).
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Agar Feniletanol (Agar Alcohol Fenil
Etilico)

Es un medio selectivo para el aislamiento
de Estafilococos y Estreptococos a partir de
diversas muestras con flora mixta. La pep-
tona, el extracto de levadura y el extracto
de carne, proporcionan los nutrientes ne-
cesarios para el desarrollo de los microor-
ganismos Gram positivos. La presencia del
alcohol fenil etilico (feniletanol) inhibe el
desarrollo de los microorganismos Gram
negativos, ya que evita la sintesis de DNA.
La adicién de sangre de carnero al 5% no
se recomienda para la determinacién de re-
acciones hemoliticas, ya que se pueden pre-
sentar reacciones atipicas. También evita el
crecimiento en velo de algunas especies de
Clostridium como Clostridium septicum, fa-
cilitando de este modo su aislamiento. Se
aconseja sembrar en este medio las muestras
purulentas o cuando sea previsible una in-
feccién mixta (71).

Conclusiones

1. La nutricién bacteriana corresponde a un
conjunto de reacciones quimicas en las que
intervienen la energia y diferentes sustan-
cias en forma de elementos, iones y com-
puestos; bien sea, en procesos anabdlicos o
catabdlicos.

2. Los cultivos bacterianos, constituyen
uno de los aportes mds importantes desde
la microbiologia en la comprensién y el

diagnéstico de los procesos infecciosos; en
su composicién, se encuentran sustancias
orgdnicas e inorgdnicas que determinan di-
ferentes mecanismos de reaccidn.

3. La temperatura, el pH, la actividad del
agua y el potencial Redox son propiedades
fisicoquimicas que inciden directamente en
el crecimiento bacteriano.

4. La selectividad y la especificidad de los
medios de cultivo se explican por las sustan-
cias utilizadas en la preparacién de los mis-
mos y por las propiedades fisicoquimicas de
los azucares, las proteinas, y los indicadores
que revelan el comportamiento bacteriano.

5. La comprensién de la nutricién y el creci-
miento bacteriano implican el conocimien-
to de reacciones tales como fermentacién,
oxido-reduccién y descarboxilacién entre
otras.

6. Los aportes de la metagendmica en la
identificacién de especies bacterianas se en-
riquecen con la culturémica y el uso de me-
dios de cultivo especificos en el aislamiento
de estas especies.
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Potencial antimicrobiano de extractos de plantas
medicinales y sus mezclas frente a bacterias asociadas con
conjuntivitis

Antimicrobial potential of plant extracts and their mixtures against bacteria
associated with conjunctivitis

Wendy Johanna Velasco Garcia', Ludy C. Pabon Baquero?, Patricia Hernandez-Rodriguez?

Resumen

Introduccién. La conjuntivitis bacteriana es una de las infecciones oculares con mayor
tasa de consulta oftdlmica, siendo el género Staphylococcus el agente etiolégico que presenta
mayor resistencia a los antibidticos. Objetivo. Determinar el potencial antimicrobiano de
extractos de plantas medicinales y sus mezclas frente a bacterias asociadas con conjuntivitis.
Métodos. A partir de plantas como Belladona, Caléndula, Albahaca, Achiote y Romerillo
se prepararon los extractos etandlicos y se evalué su potencial antibacteriano frente a §.
aureus 'y S. epidermidis, mediante las técnicas de difusién en disco y dilucién en tubo. El
efecto de las mezclas se determiné para el extracto con mejor actividad y el antibiético
con mayor halo de inhibicién a través de la técnica de tablero. Resultados. Se encontré
que el extracto con mayor potencial para S. aureus fue el de achiote (hojas) con un halo
de inhibicién de 13 mm y CMIs de 15 mg/mL, mientras que para S. epidermidis fueron
los de hojas y frutos de achiote con halos de 16,6 y 9,6 mm y CMIs de 15 y 30 mg/mL
respectivamente. En relacién con las combinaciones, el extracto de achiote y ciprofloxacina
mostré un efecto de sinergia parcial para S. aureus con una CFI de 0,83 y un efecto aditivo
para S. epidermidis con una CFI de 1,84. Conclusiones. Este trabajo se constituye en la
base de futuras investigaciones orientadas hacia el desarrollo de bioproductos de uso ocular
que puedan ser considerados como alternativa en el tratamiento de infecciones causadas por

Staphylococcus.
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staphylococcus, infecciones

Abstract

Introduction. Bacterial conjunctivitis is one of the ocular infections with the highest rate
of ophthalmic consultation, being the Staphylococcus genus the etiological agent that
presents the greatest resistance to antibiotics. Objective. To determine the antimicrobial
potential of medicinal plant extracts and their mixtures against bacteria associated with
conjunctivitis. Methods. From plants such as Belladonna, Calendula, Basil, Achiote and
Romerillo, ethanolic extracts were prepared and their antibacterial potential against S. aureus
and S. epidermidis was evaluated by means of disk diffusion and tube dilution techniques.
The effect of the mixtures was determined for the extract with the best activity and the
antibiotic with the highest inhibition halo through the board technique. Results. It was
found that the extract with the highest potential for S. aureus was that of annatto (leaves)
with an inhibition halo of 13 mm and MICs of 15 mg / mL, while for S. epidermidis it was
those of annatto leaves and fruits with halos of 16.6 and 9.6 mm and MICs of 15 and 30
mg / mL respectively. In relation to the combinations, the annatto extract and ciprofloxacin
showed a partial synergistic effect for S. aureus with a CFI of 0.83 and an additive effect for
S. epidermidis with a CFI of 1.84. Conclusions. This work constitutes the basis for future
research aimed at the development of bioproducts for ocular use that can be considered as
an alternative in the treatment of infections caused by Staphylococcus.

Keywords: conjunctivitis, antibacterial activity, plant extracts, staphylococcus, infection.

Introduccion cus pneumoniae (4%) y Corynebacterium sp.
(2%), entre otros (3,4)

La conjuntivitis es una de las enfermeda-
des oculares mds comtinmente consultadas,  Dentro de los protocolos establecidos para

la cual consiste en la inflamacién o infec-  disminuir propagacién de la infeccién, se

cién de la conjuntiva cuyo origen puede ser
de tipo infeccioso o no infeccioso (1). La
conjuntivitis de tipo bacteriano es causada
por estafilococos y estreptococos (2), entre
los que se han reportado a S. epidermidis

(43-48%), S. aureus (35-28%), Streptococ-

recomienda el uso de tratamientos tépicos,
acompanado de estrategias de educacién
al paciente sobre técnicas de limpieza (5).
Este tipo de tratamientos preliminares, a
pesar de tener una alta efectividad en casos
no agudos tiene como desventaja el tiempo
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prolongado del tratamiento, si se compara
con el uso de antibiéticos comerciales (6,7).
Sin embargo, por tratarse de una infeccién
altamente contagiosa, en la practica clinica
si el problema no se ha resuelto en tres dias,
se opta por la medicacién con antibidticos
como penicilina, amoxicilina, gentamicina,
ciprofloxacina, rifampicina, vancomicina y
eritromicina sin un estudio microbiolégico
previo (8). Esta situacién junto a la falta de
valoracién por un profesional de la salud y
la automedicacién ha llevado a problemas
de resistencia de los microorganismos fren-

te a los antibidticos comerciales (9).

El género Staphylococcus en especial las ce-
pas de S. aureus tienen un amplio rango de
resistencia a los antibidticos, considerdn-
doseles como resistentes y multiresisten-
tes, como respuesta a la presién selectiva
dada por los tratamientos antimicrobianos
(10). Ademis teniendo en cuenta los efec-
tos adversos generados en el paciente como
afectaciones al sistema nervioso central y
periférico y complicaciones neuroldgicas
durante el tratamiento con ciertos antibié-
ticos (11), se ha propuesto la bisqueda de
nuevas alternativas de tratamiento, donde
el uso de las plantas medicinales ha permi-
tido conocer de manera general sus propie-
dades benéficas para el ser humano (12).
Sin embargo, la actividad antimicrobiana
en general es reducida si se compara con
el efecto directo de los antibidticos; por tal
razén, se han postulado nuevas estrategias
como las combinaciones entre extractos y
antibiéticos donde se potencializa la acti-

vidad del extracto y se reducen los efectos

a bacterias asociadas con conjuntivitis

adversos de los antibiéticos (13). Por todo
lo anterior, es importante la realizacién de
estudios basados en la evaluacién del poten-
cial antimicrobiano de extractos de plantas
medicinales y sus mezclas frente a microor-
ganismos asociados con conjuntivitis bacte-
rianas como S. epidermidis y S. aureus

Materiales y métodos
Seleccion de plantas

Se realizé una busqueda de las plantas que
son utilizadas comtinmente en la medicina
tradicional Latinoamericana, para el tra-
tamiento de conjuntivitis o de infecciones
oculares. (14-18). Para la seleccién de es-
pecies, se tuvieron en cuenta como criterios
combinados a) frecuencia de citacién ma-
yor a tres en los documentos seleccionados,
b) la no existencia de reportes de actividad
antimicrobiana para extractos etandlicos
de especies recolectadas en Colombia fren-
te a S. aureus'y S. epidermidis. Las plantas
que cumplieron con estos criterios fueron
adquiridas en las plazas de mercado de Bo-
gotd-Colombia. Con un ejemplar completo
de cada especie se realizé la identificacién
taxondmica a través de las claves del Gen-
try (19) y con la colaboracién del personal
cientifico del herbario del Museo de La Sa-
lle (Colombia).

Obtencion de extractos

El material vegetal limpid se secéd en un

horno a 37°C por 3 dias. Posteriormente,

97



98

NOVA. 2021; 19 (36)

se procedié a moler aproximadamente 300
g del material y se sometié a maceracién
con etanol al 96% en una proporcién 1:2
(peso-volumen), el solvente se removié por
destilacién a presién reducida y se determi-
né el rendimiento de extraccidn.

Evaluacion de susceptibilidad de
extractos y de tres antibioticos
comerciales

Preparacion del inéculo

Se usaron cepas de referencia S. epidermidis
ATCC14990 y S. aureus ATCC 25923. El
inéculo de cada bacteria se preparé toman-
do de 3 a 4 colonias de la cepa y se sembré
con la técnica de estria en placas con Mu-
ller Hinton (MH) solidificado, incuban-
do a 37°C por 24 h. Para cada uno de los
ensayos, se partié de un inéculo con una
absorbancia de 0,1 utilizando un espectro-
fotémetro Genesys a una longitud de onda

de 600 nm (20).

Difusién en disco

El inéculo se sembréd masivamente sobre
medio MH solidificado. Posteriormente,
sensidiscos de 6mm de didmetro fueron im-
pregnados con 15uL de cada uno de los ex-
tractos a una concentracién de 30 mg/mL
disueltos en DMSO al 10%, y fueron dis-
tribuidos en las cajas de Petri (21). Los an-
tibi6ticos empleados para evaluar la suscep-
tibilidad fueron marca: Becton Dickinson
col): Ciprofloxacina (5pg), Oxitetraciclina
(30pg), Eritromicina (15pg). Después de
24 h de incubacién se tomaron los didme-
tros de inhibicién de crecimiento alrededor

de los sensidiscos (22). Este procedimiento
se realiz6 por triplicado y se tuvo en cuenta
controles de medio y solvente.

Dilucién en tubo

Para determinar la CMI de los extractos y
de los dos antibidticos que presentaron ma-
yor halo de inhibicién en difusién en disco,
se realizaron diluciones seriadas (60 — 1,8
mg/mL en DMSO al 10% para los extractos
y 4 - 0,015 mg/mL de solucién salina para
los antibidticos). Para lo cual, se incubé por
24 h 500 pL de cada uno de los tratamien-
tos con 500pL de inéculo en caldo MH.
Posteriormente se agregd 50 pL de resar-
zurina a 2 mg/mL y después de 2 horas se
realizé la lectura de susceptibilidad e inhi-
bicién. Todos los tratamientos se realizaron
por triplicado y se emplearon controles del

crecimiento bacteriano, medio y solvente
(DMSO 10% y solucién salina).

Evaluacion de la interaccion entre
combinaciones

Para la evaluacién se empleé la técnica del
tablero para el extracto y el antibiético con
la menor CMI y (23). Para lo cual se realizé
previamente la preparacién de 36 mezclas
en una microplaca, cuyas concentraciones
tanto del extracto como del antibiético va-
rié desde el doble de la CMI a cuatro dilu-
ciones por debajo de esta cantidad. Asi mis-
mo se evalué cada uno de los tratamientos
por separado. Posteriormente, en cada uno
de los pozos se adicioné 100 pL del in6culo
en caldo MH vy se incubé por 24 h a 37°C.
Posteriormente, se usé 20 pL de una solu-
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cién de resazurina a 2 mg/mL y se incubé
por 24 h més. Adicionalmente, para corro-
borar los resultados, se realizé el método de
Garcia (24), en el cual 2 pL de cada uno
de los tratamientos se incubé durante 24 h
para determinar el crecimiento o no de co-
lonias bacterianas. La interpretacién de los
resultados se realiz6 mediante isobologra-
mas y el cdlculo del indice de concentracién

fraccionaria inhibitoria (ZCFI) (23).

Andlisis estadistico
Todos los resultados fueron expresados

como el promedio de los ensayos por tripli-

a bacterias asociadas con conjuntivitis

cado, con su respectiva desviacién estdndar.
Los datos fueron analizados usando el pro-
grama estadistico InfoStat y Excel.

Resultados

La Tabla 1 presenta los rendimientos de ex-
traccién para la obtencidn de los extractos,
se observa un alto porcentaje en belladona
seguido del extracto de caléndula.

Tabla 1. Porcentaje de rendimiento de extraccién para las plantas seleccionadas.

Nombre comtin Nombre cientifico

% de rendimiento

Caléndula Calendula officinalis 29,44
Albahaca Ocimum basilicum 12,26
Belladona Atropa belladona 34,30
Achiote hojas Bixa Orellana 13,72
Achiote fruto Bixa Orellana 23,10
Romerillo Diplostephium rosmarinifolium 7,66

Fuente. Elaboracién propia.

En la actividad antimicrobiana evaluada
por difusién en disco se encontré que los
mayores halos de inhibicién fueron para el
extracto de hojas de achiote frente a S. au-
reus'y los de frutos y hojas de achiote para S.
epidermidis (Tabla 2). En cuanto a las CMIs
de los extractos, la mayoria mostraron una
accién inhibitoria a 30 mg/mL; sin embar-
go, se resalta que la CMI del extracto de ho-
jas de achiote fue de 15 mg/mL para ambas

cepas bacterianas. El extracto de romerillo
no presenté actividad antimicrobiana frente
a ninguna de las dos cepas evaluadas. Los
resultados de los antibiogramas permitieron
determinar que todos antibidticos presenta-
ron efecto inhibitorio frente a S. aureus y S.
epidermidis, siendo la ciprofloxacina el de
mayor efectividad. Las CMIs de los antibié-
ticos muestran valores mds bajos frente a S.
aureus que para S. epidermidis.
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Tabla 2. Resultados de inhibicién de los extractos y antibidticos frente a S. aureusy S. epidermidis.

S. aureus S. epidermis
ey | O mgm) |y |1 g
Belladona NI NI 7,17+0,15 30
Caléndula 9,31+0,11 30 NI 30
Albahaca 7,41£0,10 60 NI 30
Achiote hojas 14,19+0,11 15 13,92+0,1 15
Achiote frutos 8,15+0,2 30 10,16+0,05 30
Ciprofloxacina 27,58+2 0,12 36,04+1,5 2,0
Oxitetraciclina 28,96+2,5 0,5 6,74+0,1 ND
Eritromicina 24,02+1,2 ND 32,81+0,6 2,0
*NI: no presenté inhibicién *ND: no se determind

Fuente. Elaboracién propia.

Evaluacion del efecto sinérgico

El disefio experimental permitié determinar
que la mezcla ciprofloxacina y el extracto de
hojas de achiote presenté un valor de CFI
0,83 frente a S. aureus correspondiente a un
efecto de sinergismo parcial o bajo y un CFI
de 1,24 frente a S. epidermidis cuyo efecto

es aditivo. Esto fue corroborado mediante
la elaboracién de los isobologramas que se
presentan en la figura 1 y 2, en los cuales
se observa grificamente el efecto sinérgico
frente a S. aureus, mediante una linea cén-
cava que conecta los ejes X y Y, y un efecto
indiferente para S. epidermidis representado

por una linea casi recta.

Figura 1. Isobolograma para la mezcla de ciprofloxacina con extracto de hojas de achiote frente a S. aureus.
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a bacterias asociadas con conjuntivitis

Figura 2. Isobolograma para la mezcla de ciprofloxacina con extracto de hojas de achiote frente a S. epidermidis.
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Discusion

Este estudio parte de la revisién de 54 plan-
tas empleadas la medicina tradicional em-
pleadas en el tratamiento de infecciones
oculares y que permitié la seleccién de cinco
de ellas (caléndula, albahaca, achiote, sauco
y llantén). Los porcentajes de rendimientos
para la obtencién de los extractos etanélicos
en general fue entre 7,6 y 34,3%, los cua-
les estdn acordes con lo reportado por otros
autores. Por ejemplo, para C. officinalis los
resultados de este estudio son superiores a
los reportados previamente de 19,8 (25) y
19,5% (26) y cuyas diferencias pueden estar
relacionadas con la época de recoleccidn, ya
que los cambios estacionales y las condicio-
nes del suelo generan en la planta un estrés
oxidativo que produce cambios en la pro-
duccién de los metabolitos (27). Para alba-
haca, achiote, sauco y llantén no se ha reali-
zado extracciones con etanol o es el primer

reporte de estudios fitoquimicos, por lo que
no pueden ser comparados al no emplear el
mismo solvente.

Los resultados de actividad antimicrobia-
na permitieron establecer que los extractos
con mayor potencial inhibitorio frente a las
dos cepas seleccionadas fueron el extracto
de hojas de achiote (13mm para S. aureus
y 16,6mm frente a S. epidermidis), seguido
por el del fruto de achiote (9,6mm frente a
S. epidermidis), a 30 mg/mL como la méxi-
ma concentracién evaluada, con el fin de
evitar que su actividad no estuviera asocia-
da a su toxicidad (28). Asi mismo, se obtu-
vieron como CMIs de 30 mg/mL para casi
todos los extractos, a excepcién del extracto
hojas de achiote con 15 mg/mL para las dos

cepas bacterianas.

C. officinalis es la especie que presenta el
mayor ndmero de reportes de evaluacién
de actividad antimicrobiana frente a cepas
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del género Staphylococcus, variando los re-
sultados de un estudio a otro. Para esta es-
pecie, se han reportado resultados previos
de halos de inhibicién de 28 mm (25) y 18
mm (29,30), para los extractos etandlico y
metanélico respectivamente. Sin embargo,
también hay reportes en los cuales esta es-
pecie no ha presentado actividad antimicro-
biana frente a 8. aureus (26,31). La diferen-
cia en los resultados, posiblemente se debe
a la cantidad de extracto que fue utilizada
para impregnar los discos, por el solvente
de extraccién, asi como el lugar de proce-
dencia del material vegetal (32). Las CMIs
concuerda con el obtenido por Roopashree
y colaboradores (26), que reporta un valor
de CMI de 32mg/mL, siendo cercano al ob-
tenido en esta investigacién.

Para la especie O. basilicum sélo existe un
reporte CMI, el valor fue superior a lo
reportado previamente para el etandlico
(CMI: 4mg/mL)(33). En el caso de B. ore-
llana se reporta una inhibicién parcial del
extracto de etanol/diclorometano frente a
la cepa S. aureus (34). Adicionalmente, hay
dos reportes, que coinciden entre ellos y en
los cuales la CMI es de 1,28 mg/mL (33) ,
pero inferiores con lo reportado en este es-
tudio, lo que puede estar relacionado con el
solvente de extraccién utilizado (metanol),
un solvente mds polar que el empleado en el
presente estudio. Para el extracto de A. be-
lladona existe un reporte cuyo valor de halo
de inhibicién fue de 1,2mm frente a S. au-
reus (35), resultado tan bajo que permitiria
confirmar que esta especie no posee activi-

dad frente a S. aureus, como se determinéd

en este estudio. Finalmente, para la especie
D. rosmarinifolium no hay reportes de es-
tudios de actividad antimicrobiana frente a
las dos bacterias empleadas.

Se conoce ampliamente el potencial anti-
microbiano frente a bacterias Gram posi-
tivas y Gram negativas (33) de especies de
la familia Asteraceae, a la cual pertenece C.
officinalis siendo consistente con los resul-
tados previos reportados para otras especies
como Artemisia absinthium (36) y Baccharis
dracunculifolia (37), que han mostrado in-
hibicién principalmente frente a S. aureus.
El potencial de las especies de esta familia,
ha sido asociado a la presencia de flavonoi-
des, aceites voldtiles y compuestos poliace-
tilénicos, diterpenos y acidos fendlicos (38)
. Aunque ya se ha reportado el aislamiento
de algunos compuestos para C. officinalis
(26,30), O. Basilicum (39,40) y B. orellana
(41) , a ninguno en particular se ha atribui-
do los efectos antimicrobianos por lo que es
importante continuar con la realizacién de
estudios biodirigidos que permitan identifi-
car cudles son moléculas responsables de la
actividad que presentaron las especies obje-
to de este estudio.

Los antibiéticos seleccionados como con-
troles para este estudio, mostraron sen-
sibilidad frente a las cepas S. awureus y S.
epidermidis de acuerdo a los patrones es-
tablecidas por CLSI (Clinical Laboratory
Standard Institute) (42) y EUCAST (Euro-
pean Committee on Antimicrobial Suscep-
tibility Testing) (43), y frente a la misma
cepa de referencia S. aureus 25923, donde
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se reporta para la ciprofloxacina un halo
de inhibicién 32mm (44) acorde al obte-
nido con el de la presente investigacién y
uno de 42mm (25), que aunque es superior,
esta diferencia puede estar relacionada con
la cantidad del antibiético en el sensidisco
(4500pg). En cuanto a las CMIs para estos
antibidticos frente a S. epidermidis se han
reportado valores para la ciprofloxacina y la
eritromicina de 0,25 mg/mL (45), y para
el primer antibidtico otro reporte de 0,125
mg/mL (46). Para S. aureus, se reportan va-
lores de CMI para la ciprofloxacina de 1,2
mg/mL (47), 0,024 mg/mL (48) y 0,5 pg/
mL (49), siendo el resultado obtenido en el
presente estudio un valor intermedio a los
estudios previos, y cuyas diferencias pueden
ser explicadas debido a la concentracién
del inéculo empleados en los ensayos, a la
marca del antibiético empleado o incluso al
tipo de procedencia de la cepa de referencia

(50).

A pesar del potencial antibacteriano que
presentan las plantas medicinales frente a
algunas cepas bacterianas, estas no son fre-
cuentemente utilizadas, debido a las altas
concentraciones necesarias para la inhibi-
cién de los microorganismos, la susceptibi-
lidad a la degradacién y las reacciones ad-
versas que pueden aparecer si se emplean en
dosis inadecuadas o por periodos prolonga-
dos (51). Sin embargo, el uso de mezclas
de extractos con antibiéticos, ofrece como
ventajas la conservacién del efecto del anti-
bidtico, pero a su vez la disminucién de los
efectos secundarios, costos y de los casos de

resistencia que se presentan frente a los me-

a bacterias asociadas con conjuntivitis

dicamentos comerciales. A partir de la eva-
luacién de la mezcla de ciprofloxacina con
extracto de hojas de achiote, se encontré un
efecto de sinergismo parcial frente a S. au-
reus y un efecto aditivo frente a S. epider-
midis, siendo este estudio el primer reporte
del uso de esta mezcla en evaluaciones del
tipo de interacciones que se presentan. Sin
embargo, este tipo de estrategias también
han sido evaluadas previamente para mez-
clas de otros extractos con ciprofloxacina,
tales es el caso de Platycarpha glomerata que
también presenta dos efectos diferentes, un
efecto antagdnico para el extracto de hojas
frente a S. aureus 25925 (CFlIs 2,5) y un
efecto sinérgico al emplear el extracto de ri-
zoma (CFIs 0,1) (44). Para la mezcla de An-
sellia africana con este mismo antibidtico se
obtuvo un efecto antagénico (CFI de 1,5)
frente a S. aureus 14468.

Para otros antibidticos se ha establecido
un efecto sinérgico al combinar el extracto
etandlico de romero con cefuroxima frente
a una cepa meticilino-resistente de S. au-
reus. (CFI de 0,62) (52), o el demostrado
por ampicilina y Cuspidaria convoluta con
valores de CFI entre 0.125 y 0.5 frente a
una cepa de S. aureus y una multi-resistente
(53). Sin embargo, también es posible en-
contrar efecto antagonista, como lo repor-
tado para la mezcla entre vancomicina y el
extracto de Boesenbergia rotunda para §.
aureus 20651 cuya CFI fue de 1,02; mien-
tras que se present6 un efecto aditivo frente
a las cepas S. aureus 20652, S. aureus 29213
y S. epidermidis 14932, con un valor de CFI
de 1 (54).
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Conclusion

La mayoria de los extractos mostraron ac-
tividad frente a S. aureus a excepcion de
Belladona. Por el contrario, para S. epider-
midis el nimero de extractos con actividad
fue menor, solo belladona y achiote mos-
traron inhibiciéon. Finalmente, la mezcla
de ciprofloxacina con extracto de hojas de
achiote frente a S. aureus mostré un efecto
de sinergismo parcial, mientras que la mis-
ma mezcla presento un efecto aditivo para
S. epidermidis. En este sentido, el uso de
los extractos de plantas como achiote po-
drian hacer parte de terapias alternativas
para el tratamiento de infecciones oculares
causadas por estas bacterias. Igualmente, la
aplicacién de evaluaciones sinérgicas entre
sustancias es una alternativa que puede ser
positiva de acuerdo a la interaccién entre
los tratamientos utilizados.
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Caenorhabditis elegans as an infection model for the study of antimicrobials

Dayana Rodriguez Morales’, Yenny Yolanda Lozano Jiménez?, Ruth Mélida Sanchez Mora®
Resumen

A pesar de algunas limitaciones éticas, los animales juegan un papel importante como
anfitriones sustitutos para investigar los mecanismos fisiopatolégicos de enfermedades con
el fin de indagar en ellos medicamentos contra diferentes patologias. Uno de los grandes
problemas en salud publica a nivel mundial en el contexto farmacolégico es la produccién
de antibidticos y la ocurrencia de resistencia microbiana, ademds, cada vez resulta mds
complejo el uso de modelos animales por las restricciones bioéticas actuales, no obstante,
es necesario usar modelos simples en los estudios preliminares que permitan evaluar las
interacciones huésped-patdgeno-antimicrobiano. Al validar que Caenorhabditis elegans es
susceptible a varias bacterias y ademds tiene la capacidad de responder a estimulos ambientales
con cambios observables en el comportamiento tras ser alimentado con diversas bacterias,
resulta muy ttil usarlo en este tipo de investigaciones ya que tiene una vida promedio corta
y no cuenta con restricciones éticas para su uso. Por lo anterior, en este articulo se revisa
la susceptibilidad que tiene C.elegans de infectarse con diferentes bacterias, ademds, ya que
adn no se ha validado completamente como modelo para poner a prueba antimicrobianos
se propone que este nematodo es util como modelo /n vivo para evaluar infecciones y
tratamientos antibacterianos.
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Abstract

Despite some ethical limitations, animals play an important role as surrogate hosts in
investigating the pathophysiological mechanisms of disease in order to test drugs against
different pathologies. One of the great problems in public health worldwide in the
pharmacological context is the production of antibiotics and the occurrence of microbial
resistance, the use of animal models is becoming increasingly complex due to current
bioethical restrictions, however, it is necessary to use models simple in preliminary
studies that allow evaluating host-pathogen-antimicrobial interactions. Validating that
Caenorhabditis elegans is susceptible to various bacteria and also has the ability to respond
to environmental stimuli with observable changes in behavior after being fed with various
bacteria, it is very useful to use it in this type of research since it has a short average life and
does not have ethical restrictions for its use. Therefore, this article reviews the susceptibility
of C. elegance to become infected with different bacteria, in addition, since it has not yet
been fully validated as a model to test antimicrobials, it is proposed that this nematode is
useful as an in vivo model. to evaluate infections and antibacterial treatments.

Keywords: caenorhabditis elegans, model, nematode, bacteria, antimicrobial, antibiotics,
infection.

Introduccion
Es importante destacar que el uso de ani-

Diferentes campos de investigacién a través
del avance de la ciencia se han centrado en
contribuir a la salud y al mejoramiento de
la calidad de vida por medio de la produc-
cién de firmacos o sustancias que inhiban la
progresién o desarrollo de una enfermedad,
la clave para esto se basa en la comprensién
de los organismos modelos para el estudio,
donde se destacan animales primates, por-
cinos, roedores entre otros (1, 2). A pesar
de algunas limitaciones, los animales juegan
un papel importante como anfitriones sus-
titutos para investigar los mecanismos fisio-
patolégicos de la enfermedad y para poner a
prueba en ellos medicamentos contra dicha
patologfa.

males en la investigacién se guia por la pro-
mocién de un marco ético como el descrito
por William Russell y Rex Birch hace mis
de 50 afos donde estipulan que los anima-
les deben ser reemplazados cuando sea po-
sible, o donde esto no sea posible, los estu-
dios deben usar métodos que reduzcan el
ntimero de animales requeridos y los pro-
cedimientos deben minimizar al mdximo el
dolor, el sufrimiento y la angustia (1,3,4).
Es por ello que se han popularizado huéspe-
des de reemplazo que incluyen invertebra-
dos como la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, las larvas de la polilla de cera
mayor Galleria mellonella o el nematodo
Caenorhabditis elegans (1).
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Dentro de las mayores problemdticas de
salud publica a nivel mundial en el dm-
bito farmacolégico se destaca la produc-
cién de antibiéticos, pues actualmente las
bacterias son un gran problema ya que a
través del tiempo estos microorganismos
han desarrollado la capacidad de infectar
a una gran variedad de especies suscepti-
bles y muchas de estas bacterias han gene-
rado “resistencia” a ciertos medicamentos
libres en el mercado (1, 3). Un informe
de la Organizacién Mundial de la Salud
describe cémo las bacterias resistentes a
los antibidticos estdn presentes en todas
las regiones del mundo, y que muchos
paises carecen incluso de los sistemas ba-
sicos para rastrear y controlar estos mi-
crobios peligrosos (1). A todo esto, se le
suma la automedicacidn, el uso desmedi-
do y el ficil acceso a los antibidticos exis-
tentes como predisposicién para generar
resistencia y como consecuencia el dafo
sustancial o la muerte de diferentes seres
vivos en el mundo.

Es por ello, que en los tltimos anos los es-
tudios se han centrado en desarrollar an-
timicrobianos efectivos capaces de inhibir
bacterias patégenas, de hecho esto radica
como prevencién y urge la necesidad de
incluir al sistema farmacolégico medica-
mentos que den cobertura a aquellas ce-
pas que actualmente ningin antibidtico
existente logra controlar. Sin embargo,
los antibidticos en desarrollo han tenido
limitaciones para su validacién, pues en
su gran mayoria inicialmente se verifican

en modelos In vitro, a partir de medios

estudio de antimicrobianos

convencionales de crecimiento bacteria-
no o en lineas celulares, luego de aprobar
este proceso, se usan animales complejos
y finalmente la ratificacién en humanos
lo que prolonga el tiempo del estudio (5).

No obstante, cada vez resulta mas dificil
usar modelos animales por todas las limi-
taciones bioéticas existentes y aunque en
la primera fase experimental a nivel /n vi-
tro es efectiva, después la mayoria de me-
dicamentos fracasan porque no se tiene
en cuenta que el huésped infectado estd
conformado por un sistema completo de
células, proteinas y al mismo tiempo res-
puestas fisicoquimicas que vuelven con-
traproducente el tratamiento, lo que hace
necesario usar un modelo desde los ini-
cios de la propuesta para ahorrar tiempo
(1, 6). Para ello es necesario usar modelos
simples en los estudios preliminares que
permitan evaluar las interacciones hués-
ped-patégeno-antimicrobiano.

Las caracteristicas esenciales de un mode-
lo infeccioso radican en la capacidad que
tiene el animal de tener una homologia
significativa con el ser humano, asi como
montar respuestas inmunes completas y
ser sensible a una gran variedad de in-
fecciones con el fin de permitir entender
diferentes condiciones que contribuyan a
comprender dicha relacién y agilizar los
procesos investigativos de los fdrmacos
propuestos. Por otro lado es importante
determinar hospederos, que sean de ficil
manejo y sin tantas restricciones éticas,

de esta forma el modelo permitird ofre-
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cer soluciones a las problemdticas actuales
que perjudican la calidad de vida de los
seres vivos (1, 2, 4, 5).

Hasta el momento, Caenorhabditis elegans
ha demostrado ser susceptible a varias bac-
terias, con la capacidad de responder a esti-
mulos ambientales con cambios observables
en el comportamiento tras las infecciones.
Por otro lado su estado de salud es estable
al consumir su alimento normal de labo-
ratorio (Escherichia coli OP50), es por ello
que resulta muy atil usarlo en este tipo de
investigaciones, adicionalmente C. elegans
tiene una vida promedio corta y no cuenta
con restricciones éticas para su uso (7). Por
lo anterior, en este articulo se revisa la sus-
ceptibilidad que tiene C. elegans de infec-
tarse con diferentes bacterias y al no estar
validado completamente como modelo para
poner a prueba antimicrobianos, se propo-
ne que este nematodo puede ser util como
modelo /7 vivo de infecciones y tratamien-
tos bacterianos.

Generalidades del modelo
Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (C. elegans) fue ini-
cialmente descrito y nombrado Rhabditis
elegans, senalado por su valor potencial en
la investigacién genética (8), posteriormen-
te fue colocado en el género Caenorhabditis
(9). Su nombre es una mezcla de griego y la-
tin (Caeno; reciente, rabditis; vara, elegans;
bonito) (10, 11).Este nematodo estd estric-

tamente relacionado con eucariotas y dado
a los diferentes hallazgos hasta el momento
existe una estrecha relacién evolutiva con
algunos mamiferos, haciendo correlacién
directa del 36% con el ser humano (12).
C. elegans es de via libre, tiene un tamano
inicial de 0.25 milimetros de largo y al lle-
gar a la adultez mide 1.5 milimetro apro-
ximadamente, se encuentra distribuido en
todo el mundo, su principal alimento son
las bacterias, su temperatura ideal oscila en-
tre los 12-25°C durante todo su desarrollo y
no son considerados patégenos para mami-
feros, puesto que temperaturas superiores a
los 30° inhabilitan su desarrollo (11, 12).

Este modelo tiene tejidos muy bien defini-
dos y como todos los nematodos tienen una
simetria corporal bdsica compuesto por dos
tubos concéntricos separados por el “pseu-
doceloma” que aloja los sistemas de érganos
principales y da la forma al animal, tam-
bién, consta de una epidermis que prote-
ge los sistemas y a su vez cumple funciones
neuromusculares junto con una cuticula co-
ligena, ademds, la cavidad pseudocelémica,
albergan los celomocitos, que actiian como
carrofieros en la cavidad corporal. (11, 12).
En este nematodo se han descrito tres siste-
mas muy bien definidos; el sistema repro-
ductor, el nervioso y el digestivo, es por ello
que algunas enfermedades e infecciones que
involucran estos sistemas se pueden esclare-
cer en este modelo de laboratorio, Figura 1.
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Figura 1. Anatomia de C. elegans adulto. (A): se observa una fotografia real del nematodo. (B): Conformacién externa
del nematodo. (C): Sistema reproductor. (D y E): Sistema Digestivo. (F): Liquido Pseudoceloma. (G): Sistema Nervioso.
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El ciclo de vida de este invertebrado dura
aproximadamente 3 a 4 dias desde la em-
briogénesis hasta el adulto que pone huevos
y su tamafio va aumentando proporcional-
mente durante cada etapa larval L1, L2, L3
y L4 (11). Después del periodo reproducti-
vo, los nematodos pueden vivir varias sema-
nas mds, antes de morir de senescencia (12).
C. elegans tiene dos sexos naturales; XO
machos y XX hembras hermafroditas. Los
hermafroditas son simplemente hembras
autofértiles y su puesta de huevos estd entre
los 300-350 por un solo animal, sin embar-
go, cuando ambos sexos estdn presentes, la
hembra es muy receptiva y se aparea con el
macho, en este caso la progenie es mucho
mids alta y logra producir mds de 1000 des-
cendientes cuando se aparea (16, 17).

Susceptibilidad bacteriana en el
modelo Caenorhabditis elegans

Uno de los primeros agentes infecciosos
utilizados en el modelo de C. elegans es la
bacteria Pseudomonas aeruginosa y Pseudo-
monas fluorescens quien tiene la capacidad
de causar muerte en los nematodos en la
cepa silvestre N2 (18, 19). La muerte de los
nematodos estd mediada por las toxinas de
esta bacteria segregadas durante la infeccién
(20). Un estudio revela que el cianuro de hi-
drégeno es un factor téxico producido por
P aeruginosa y es responsable de la muerte
del nematodo (21). Por otro lado algunas
cepas de Pseudomonas spp pueden causar un
efecto letal que se asocia con una paralisis
neuromuscular (22).
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Asi

typhimurium, es capaz de infectar y matar

mismo la enterobacteria Salmonella

a C. elegans (23). Las bacterias se acumulan
en la luz intestinal y los nematodos mue-
ren en el transcurso de varios dias (24). En
consecuencia Salmonella enteritidis causa
una infeccién persistente en el intestino de
C. elegans y desencadena la muerte celular
programada (PCD) (25). Es importante
mencionar que gracias al modelo C. elegans
- Salmonella es posible identificar factores
de virulencia nuevos y previamente cono-
cidos (26). Mds aun, diferentes especies de
Burkholderia spp matan a este nematodo
utilizando una parélisis mediada por endo-
toxinas (27). Uno de los estudios sobre Bur-
kholderia pseudomallei y C. elegans mostrd
que la fuerza de la virulencia de diferentes
aislados clinicos es similar tanto en nemato-
dos como en vertebrados superiores, lo que
sugiere la presencia de un mecanismo evo-
lutivamente conservado (28).

Garsin D. y colaboradores demostraron
que las bacterias Gram positivas como En-
terococcus faecalis y Streptococcus pneumo-
niae matan a Caenorbabditis (29), ademds,
Streptococcus pyogenes asesina al nematodo,
tanto en medios liquidos como en sélidos,
esta muerte estd mediada por perdxido de
hidrégeno y para que el nematodo muera se
requieren bacterias vivas, pues en algunos
casos él se ve afectado por microorganismos
incluso cuando estdn muertos, sin embargo,
en algunas ocasiones la produccién de cata-
lasa puede inhibir la muerte. A diferencia
de las infecciones con S. typhimurium o P

aeruginosa no se observa acumulacién bacte-

riana de S. pyogenes en el interior C. elegans,
lo que excluye la participacién de proce-
sos similares de infeccién por cada bacteria
(30). Por el contrario Staphylococcus aureus
extermina al nematodo en el transcurso de
varios dias en un proceso que se correlacio-
na con la acumulacién de bacterias dentro

de su tracto digestivo (31).

Otro de los hallazgos importantes es que
algunos agentes pueden inducir cambios
morfolégicos en el nematodo como Micro-
bacterium nematophilum, pues estas bacte-
rias se adhieren a la cuticula rectal y posanal
de los nematodos susceptibles, e inducen
una hinchazdn local sustancial del tejido hi-
podérmico subyacente. La hinchazén con-
duce al estrenimiento y al crecimiento lento
del animal infectado, pero la infeccién no
es letal (32). En este orden de ideas Serratia
marcescens, también es capaz de infectar al
nematodo e inducir una respuesta inmune
dentro del organismo del nematodo (33).
Yersinia pestis, la bacteria causante de la pes-
te bubdnica fue utilizada en este invertebra-
do para determinar la formacién de Biofilm
dentro del nematodo, los resultados arrojan
que este microorganismo obstruye las vias
de alimentacién causando su muerte, de he-
cho, algunas cepas de C. elegans mutantes
son resistentes a la formacién de biopelicu-
las, por lo tanto, ofrece un sistema experi-
mental potencialmente util para investigar
interacciones mediadas por Biofilm entre
bacterias e invertebrados (34, 35).

Otras investigaciones sugieren que cuando

C. elegans es alimentado con; Streptoverti-
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cillium albireticuli, Bacillus megaterium,
Shewanella frigidimarina, Shewanella massi-
lia, Aeromonas hydrophila, Photorhabdus lu-
minescens, Xenorhabdus nematophila, dichos
microorganismos generan una reacciéon ne-
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maticida (19, 36). Uno de los estudios que
resumen algunas bacterias que afectan al
nematodo por la acumulacién bacteriana en
cavidades corporales se expresa en la Figura
2, a través de un diagrama anatémico (37).

Figura 2. Microorganismos nematicidas en C. elegans.

. Pseudomonas
Nematocida aeruginosa
parisii
e @liks Acumulacién en el Toxinas
intestinales lumen intestinal > Microbacterium
superior \ nematophilum
Adhesién en la
cuticula
Yersinia pestis
_— Cryptococcus
Biofilm en la boca neoformans
Acumulacién en el
] : o Enterococcus
lumen intestinal "
e faecalis
Toxinas - inferior N
Colonizacién del Staphylococcus Salmonella
Burkholderia utero aureus typhimurium
pseudomallei Poros en la Leucobacter .
cuticula chromiireducens Serratia
. marcescens
Drechmeria
coniospora

Fuente: Tomado y Modificado de: Hodgkin J. y colaboradores (37).

Es importante mencionar que cuando los
nematodos se alimentan con su dieta estin-
dar de laboratorio (la cepa OP50 de Esche-
richia coli), las bacterias no se encuentran
dentro de la luz intestinal hasta 48 horas
después de la tltima etapa larval (L4), y no
provocan dano tisular extenso hasta el dia
de su muerte, alguna inhibicién en su ciclo
de vida o morfologia comin; por el contra-
rio funciona como una fuente de alimento
prolongando a diferencia de las bacterias
mencionadas anteriormente que causan la
muerte o algn perjuicio en el nematodo
(33). No obstante, ain no se conoce un
perfil completo de la reaccién de C. elegans

ante todos los microorganismos o agentes
infecciosos, sin embargo, se sabe que Baci-
llus subtilis, Erwinia chrysanthemi, Agrobac-
terium tumefaciens, Brucella sp cepa 96-566
y Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 no
causan enfermedades evidentes y por consi-
guiente no asesinan al nematodo (19, 29).
Por lo anterior se puede afirmar que estos
agentes y muchos otros mds sin estudiar
pueden ser utiles para alimentar el nema-
todo. En la Figura 3, se puede observar la
acumulacién e infeccién bacteriana con res-
pecto a aquellas bacterias que no afectan el
nematodo.
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Figura 3. C. elegans alimentado con E. coli y B. subtilis no se ve afectado ni hay acumulacién bacteriana en comparacién
del consumo con E. faecalis y E. faecium.

E. faecalis

Fuente: Tomado de: Garsin DA. y colaboradores (29).

En cuanto a los agentes micéticos se sabe
que C. elegans puede usar varias levaduras,
incluidas Cryptococcus laurentii y Cryptococ-
cus kuetzingii, como Gnica fuente de alimen-
to, produciendo tamafos de cria similares
tras el consumo E.coli OP50. Sin embargo,
la levadura patégena humana Cryprococ-
cus neoformans mata al nematodo (38). De
modo similar Candida albicans y Candida
auris son ingeridas por C. elegansy estable-
cen una infeccién letal persistente en la via
intestinal del nematodo (39). Es importan-
te destacar que los componentes clave de
la patogénesis de Candida sp en mamiferos
también estdn involucrados en la muerte de
C. elegans (40). En los medios liquidos, las
células de levadura experimentan un cam-
bio morfoldégico para formar hifas, lo que

resulta en una destruccién agresiva del teji-
do y la muerte del nematodo (41).

Mecanismos de defensa y patogenia
de C. elegans ante infecciones
mediadas por microorganismos

El contacto constante de C. elegans con mi-
crobios transmitidos por el suelo sugiere
que este nematodo debe haber desarrolla-
do respuestas protectoras contra los paté-
genos. Inicialmente no se tenia claro cémo
funcionaba la inmunidad de este animal, es
por ello que Mallo G. y colaboradores bus-
can comprender el sistema inmune de este
invertebrado y realizan una infeccién con
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Serratia marcescens, obteniendo como resul-
tado la expresién de gran cantidad de genes
tras el contagio (33). Actualmente se sabe
que C. elegans puede protegerse de los pa-
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tégenos a través del uso de barreras fisicas,
proteinas efectoras y vias de sefalizacién, la
Tabla 1, resume estos mecanismos.

Tabla 1. Mecanismos de defensa de C. elegans. PNL: neuropéptidos, CNC: caenacinas, MAPK: proteina quinasas

activadas por mitégenos, TGF- B: Factor de Crecimiento Transformante 3, Daf-2: Gen que codifica un receptor

insulinico en C. elegans. IGF-I: factor de crecimiento insulinico tipo I, TLR: Toll Like Receptor, ABF: Proteinas factor

antibacteriano.

MECANISMOS DE DEFENSA
Caenorhabditis elegans

Cuticula Primera linea de defensa, hinchazén y sintesis de PNL y CNC
BARRERAS Boca Molinillo o cavidad pseudoceiémica
FISICAS Ano Segunda linea de defensa, vitan la entrada de
sustancia y solo actdan como células excretoras y
Vulva evitan la acumulacién de sustancias.
p38 (MAPK) Relacionado con la muerte celular programada gonadal.
TGE-P Induce las larvas Dauer
VIAS DE
SENALIZACION | DAF-2 insulina / IGF-I Vida del nematodo y el envejecimiento
Estdn presente pero no parecen desempefar un papel
TLR esencial en la inmunidad de C. elegans,
aparentemente se activan ante el peligro
Caenopores Proteinas formadoras de poros que pueden matar bacterias
MOLECULAS Lisozi Intervienen en la regulacién génica, vias de
EFECTORAS 1sozimas transduccion de sefales multiples y el reconocimiento PAMPs
ABF-1, ABF-2 y ABF3 Actdan como las defensinas de vertebrados

Fuente: Elaboracién propia.

Las defensas fisicas estdn mediadas inicial-
mente con la cuticula quien es la primera de-
fensa del nematodo contra cualquier agente
infeccioso que encuentre (42). La epidermis
de C. elegans estd en contacto con numero-
sos patégenos, existen innumerables micro-
bios bacterianos y fungicos que atacan a los
nematodos después de una unién inicial a
la cuticula, causando por ejemplo hincha-
z6n o en otros casos la expresién de genes
antimicrobianos que codifican neuropépti-
dos, (PNL) y una familia de péptidos estre-
chamente relacionados llamados caenacinas

(CNC), (43). Cuando el ingreso patogéni-

co va mds alld de la cuticula se pueden ver
involucrados la boca, el ano, la vulva o las
aberturas sensoriales. Los microbios que in-
gresan por la boca se encuentran inmedia-
tamente con el molinillo, formado por tres
pares de células musculares que se contraen
simultdneamente, con el fin de romper los
agentes infecciosos a medida que pasan de
regreso al intestino. Las cepas mutantes que
carecen de molinillo son mds susceptibles a
ciertas bacterias (42).

Se sabe que los nematodos no acumulan
normalmente bacterias en el intestino, sino
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que expulsan las mismas a través del ano,
es por ello que al observar acumulacién de
gérmenes dentro de C. elegans es un signo
claro de infeccién. Sin embargo una peque-
fia fraccién de agentes infecciosos puede pa-
sar intactos a través de la cuticula y entrar
al intestino (42). Una vez en el intestino,
algunas bacterias patégenas son capaces de
proliferar como se mencioné anteriormente
y matar a C. elegans mediante un proceso
infeccioso o con el uso de toxinas. Por otro
lado, este modelo produce una amplia varie-
dad de proteinas y péptidos antimicrobia-
nos potenciales, muchos de estos no tienen
equivalentes estructurales en otras especies,
y su espectro real de actividades ain no se

ha probado (43).

Las primeras proteinas descrita fueron las
de tipo saposina (SPP; también conocidas
como caenopores, una familia numerosa,
con 28 genes diferentes que codifican al
menos 33 proteinas distintas), (44). Los
caenopores comparten caracteristicas es-
tructurales y funcionales con los amebapo-
res y con las proteinas citot6xicas de los ver-
tebrados como la granulisina y NK-lisina,
en comun estas proteinas son formadoras
de poros que pueden matar bacterias, se ex-
presan predominantemente en el intestino
de C. elegans y su activacién es modulada
por bacterias patdgenas especificas (43, 44).

Una segunda clase de proteinas antimicro-
bianas bien caracterizadas son las lisozimas,
de las cuales hay 15 en C. elegans, se cree
que se secretan en la luz intestinal, donde

acttian directamente sobre los microbios, de

hecho, ciertas lisozimas han demostrado ser
importantes para la resistencia del nemato-
do a patégenos bacterianos Gram-positivos
y Gram-negativos; estas, muestran patrones
complejos de regulacién génica y parecen
ser objetivos de vias de transduccién de se-
fiales multiples y el reconocimiento de pa-

tégenos (43).

Tras diversas investigaciones se han descrito
seis péptidos del factor antibacteriano ho-
mélogo (ABF) en C. elegans. Estos pépti-
dos son algo similares a las defensinas de
vertebrados. Basado en su secuencia, se cree
que las proteinas ABF mata microbios por
disrupcién de membrana, las cuales se ex-
presan conjuntamente (ABF-1, ABF-2 y
ABF-3); ABF-2 principalmente en los teji-
dos faringeos, mientras que ABF-3 se detec-
tan en el intestino y ABF1 en ambas zonas
(33). Cabe resaltar que el ABF-2 recombi-
nante tiene una actividad antimicrobiana
de amplio espectro demostrada /n Vitro,
con el mayor efecto observado en bacterias

Gram-positivas (45).

En cuanto a las vias de sefalizacién algunos
estudios demuestran que los genes induci-
dos en infecciones por patégenos de mami-
feros son homologas y se expresan duran-
te la infeccién en el nematodo, (38). Por
ejemplo, en el ser humano una de las vias
mds relevantes son la ruta p38 MAP quina-
sa y la via de la muerte celular programada,
tras diversos estudios se identificaron dos
genes homdlogos en el nematodo de la ruta

de la proteina quinasa activada por mitdge-

no p38 (MAPK): NSY-1 y SEK-1 quienes
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codifican una MAPK quinasa quinasa y una
MAPK quinasa respectivamente (31, 42,
46). Asimismo, la disminucién de PMK-1
un “p38 MAPK” en nematodos mutados,
conduce a mayor susceptibilidad de infec-
cién lo anterior permite concluir que esos
genes traducen una senal de defensa en el

animal (42).

Tras lo anterior algunos investigadores afir-
man que esta via de senalizacién parece ser
conservada a través de la filogenia, se sabe
que la ruta de senalizacién MAPK de p38
de mamifero media las respuestas al estrés y
se activa por choque térmico, luz ultravio-
leta (UV), las citoquinas proinflamatorias
como la IL-1 o TNF-a@, o Lipopolisaciridos
bacterianos, (46). La consecuencia de la ac-
tivacién de p38 en células de mamiferos es
la muerte celular programada (PCD) (38),
En C. elegans, existen homélogos que indu-
cen la PCD activada por estrés y ocurre en
las células gonadales del nematodo, en res-
puesta a la irradiacién Y o a la alimentacién
de Salmonella. Probablemente dicha muer-
te celular puede inducirse en otros agentes
infecciosos patégenos para el invertebra-
do. M4s atn cuando el animal consume E.
coli OP50, que es su alimento habitual en
el laboratorio se produce un bajo nivel de
muerte celular programada gonadal (25).

En un estudio dirigido a examinar varios
mutantes definidos de C. elegans que poseen
pérdida de la funcién en los genes esp-2 /
sek-1y esp-8 / nsy-1, relacionados con p38
MAPK quinasa parecen estar directamente
involucrados en defensa de nematodos con-
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tra multiples patégenos, pues tras la pérdida
de dichos genes se encuentra que hay mayor
susceptibilidad de muerte en todas las eta-
pas de desarrollo a comparacién de la cepa
N2, lo que indica que el animal posee una
via de sefalizacién conservada de la “p38
MAP quinasa” importante en la inmunidad
del nematodo (31).

Otra via de senalizacién asociada a infec-
ciones en C. elegans es la relacionada con
el factor de crecimiento transformante de
tipo TGF-B quien induce la formacién de
larvas Dauer en estos estadios la larva no se
alimenta y presenta una cuticula més gruesa
como defensa a factores ambientales exter-
nos (46). Una de las ultimas vias analizadas
es la DAF-2 insulina / IGF-I que se asocia
directamente con la vida del nematodo y el
envejecimiento (47). Por otro lado, la via
tipo Toll aunque estd presente de manera
ortéloga no parece desempefiar un papel
esencial en la mediacién de la inmunidad
innata de C. elegans. Esto se concluye por-
que los nematodos con una mutacién en
tol-1, pik-1, ikb-1 o trf-1 no difieren signi-
ficativamente de los animales de tipo salvaje
en respuesta a diversos patdgenos. Sin em-
bargo se relaciona a comportamiento, pues
la via Toll suele asociarse como mecanismo
de defensa para mantener a C. elegans ale-
jado de sustancias potencialmente dafinas

(42).
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Uso de C. elegans como modelo para
validar y demostrar la infeccion por
bacterias

Los organismos invertebrados son cada vez
mds reconocidos para el estudio de la pato-
génesis que causan diferentes microorganis-
mos durante una infeccién. El nematodo C.
elegans es susceptible a una variedad amplia
de infecciones por bacterias, hongos y virus,
lo que lo convierte en un modelo Gtil para
el estudio de patédgenos y simbiontes (19).
Esta relacion creciente entre C. elegans y mi-
croorganismos hace que el nematodo sea
considerado un modelo de estudio atractivo
a nivel de la interaccién huésped-patégeno
(42), ademds, la secuenciacién completa del
genoma de C. elegans indica que al menos
el 36% de las 19,000 proteinas predichas
tienen homélogos en humanos (22), por lo
tanto, a pesar de la enorme distancia evolu-
tiva entre humanos y nematodos, C. elegans
es un modelo interesante para estudios de
numerosos procesos de enfermedades infec-

ciosas.

Sincronizacion de C. elegans como
método inicial antes de cualquier
ensayo

Una de las principales ventajas del modelo
de C. elegans es su ficil manipulacién en el
laboratorio. Inicialmente, se pueden obte-
ner nematodos en un mismo estadio del ci-
clo de vida de una manera répida y sencilla,
lo que permite obtener una poblacién ho-
mogénea durante el estudio. Antes de rea-

lizar cualquier ensayo es necesario efectuar
una sincronizacién de los nematodos, esto
permite que los animales a estudiar se en-
cuentren en su totalidad en el mismo esta-
dio larvario, bajo las mismas condiciones de
nutricién y ambiente. Ademds, con la sin-
cronizacién, se obtienen una gran cantidad
de huevos que permiten realizar estudios a
nivel embriolégico en el modelo. Por otro
lado, estos huevos se pueden diferenciar y
se obtienen poblaciones en un mismo esta-
dio larvario, estas larvas se pueden exponer
a una sustancia o una condicién definida,
para identificar cambios concluyentes en
las caracteristicas fisiol6gicas del nematodo

(48, 49).

La sincronizacién es clave para los estudios
en el modelo infeccioso de C. elegans, pues
permiten evaluar todo tipo de respuestas
inmunes, ciclos de vida (antes, durante y
después de la infeccién), observar cambios
especificos a través del crecimiento y desa-
rrollo pre y post contagio bacteriano, asi
como analizar la variabilidad morfolégica o
incluso la muerte. Todas estas caracteristicas
son esenciales para poner a prueba un trata-
miento que promueva la mejoria del animal
luego del contacto con el microorganismo
problema. En la Figura 4, se evidencia el
paso a paso de la sincronizacién segun lo
estandarizado por el grupo de investiga-
cién de Biotecnologia y Genética UCMC
de la Universidad Colegio Mayor de Cun-
dinamarca luego de analizar el protocolo
del Wormbook y diferentes protocolos pro-
puestos por otros investigadores (8, 45).
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Figura 4. Método de sincronizacién de C. elegans para obtener larvas en un mismo estadio
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Fuente: Elaboracién propia.

Ensayos fisioldgicos en el modelo de
infeccion de C. elegans

Los ensayos convencionales son muy utiles
para determinar si los nematodos estdn in-
fectados y si esta infeccién produjo algin
cambio a nivel fenotipico o fisiolégico, es-
tos ensayos comienzan desde observar cam-
bios por microscopia, hasta determinar las
caracteristicas de comportamiento que pre-
senta el modelo como variaciones en longe-
vidad, longitud, movilidad y reproduccién.
Los protocolos de estos ensayos son toma-
dos del Wormbook, sin embargo, se deben

realizar las estandarizaciones dependiendo
de la cepa a trabajar asi como las variaciones
segun el enfoque de la investigacién (49).

Longevidad

C. elegans es un modelo popular para estu-
diar el envejecimiento o longevidad debido
a su corta vida atil y capacidad de rastreo
genético, la medicién de longevidad es un
método directo que determina las conse-
cuencias del envejecimiento y la muerte.
Este procedimiento se fundamenta en con-
tar nematodos vivos y muertos en pobla-
ciones sincronizadas a intervalos de tiempo
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regulares que se exponen a una condicién
como por ejemplo un agente patdgeno,
para luego generar curvas estadisticas de la
vida ttil e ilustrar los porcentajes de ani-
males vivos en las poblaciones a lo largo del

tiempo (50).

En un estudio realizado por Blanco A. y
Kim S. luego de la sincronizacién de C. ele-
gans, permiti6 evaluar la esperanza de vida
tras la exposicién del nematodo con E. coli
y B. subtilis, Figura 5A y 5B. La evaluacién
se realiz6 durante el desarrollo del nema-
todo utilizando una cepa transgénica que

contiene un marcador de envejecimiento
(sod-3 unido con la proteina verde fluores-
cente (GFP)) cuya expresién disminuye con
la edad. Este transgénico puede usarse para
medir la edad fisiolégica del nematodo, Fi-
gura 5C. Estos investigadores encontraron
que los nematodos alimentados con B. sub-
tilis viven mds que los nematodos cultivados
en E. coli y como se indicé anteriormente
B. subtilis no afecta la vida del nematodo
en comparacién a otras bacterias que pro-
bablemente al usar esta cepa de C. elegans
pueden disminuir significativamente su es-
peranza de vida (51).

Figura 5. Esperanza de vida de Clelegans sod-3 marcado con GFP, (A): C.elegans alimentado con E.coli, (B)
C.elegans marcado con B. subtilis (C) C.elegans sod-3 marcado con GFP

B. subtilis

C

p<1.2x10?

E. coli
30 40
35 4
- 251 =
5 & 07
T 07 3 25+
C c .
ol 15 5 20
Q Q 15 -
10 1 )
2 L 10 -
= 5 4 —
r=0.69 p<1.1x10-'° 51 =025
0 T T T T T 0 —
0 5 10 15 20 25 30 0

sod-3 expression (a.u.)

10 20 30 40 50 40 70 80
sod-3 expression (a.u.)

T T T T

Fuente: Tomado y modificado de: Sanchez-Blanco A y colaboradores (51).

Movilidad y Longitud

Para la movilidad se determinan las ondula-
ciones realizadas por el nematodo en esta-
dio L4 durante 30 segundos y de la misma
forma para el ensayo de longitud se miden
los nematodos, usualmente tratados con le-
vamisol con el fin de provocar la inmovili-
zacién de los nematodos y ser medidos en
microscopio de reticula (52, 53).

En un estudio realizado por Joshua P y
colaboradores; Figura 6A y 6B, se puede
observar como el nematodo tiene ondula-
ciones aberrantes cuando consume Yersinia
pseudotuberculosis en comparacién de un
movimiento sinusoidal normal de los ne-
matodos cuando se exponen a E. coli OP50,
lo cual indica que algunas bacterias pueden
afectar significativamente su movilidad y si
este modelo se usa con el fin de tratar con
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antibidticos a Y. pseudotuberculosis se espe-
rarfa que el animal recobrara su movimien-
to o mejorara el mismo a través del tiempo
dependiendo de la dosis del firmaco (35).
Por otro lado en un estudio realizado por
Sugawara T. y colaboradores; Figura 6C., se

observa como Bifidobacterium longum afec-

estudio de antimicrobianos

ta la longitud del nematodo en compara-
cién con aquellos C. elegans que consumie-
ron E.coli OP50, lo que indica también que
hay probabilidad de que otros microorga-
nismos repercutan en el crecimiento normal

del nematodo. (54).

Figura 6. (A) C. elegans alimentado con Y. pseudotuberculosis genera un movimiento aberrante (curvas cerradas) (B) C. elegans
cultivado en E. coli OP50 genera un movimiento sinusoidal normal. (C). Efectos de diferentes concentraciones de Bifidobacte-
rium longum (BL) en el crecimiento de C.elegans, E.coli OP50 es el control (CT).

10 10
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Fuente: Tomado y modificado de: Joshua GWP. y colaboradores (35)
y Sugawara T. y colaboradores (54).

Reproduccion

Para los ensayos de reproduccién, una vez
los nematodos son sincronizados y alcanzan
el estadio larvario L4, se debe realizar una
transferencia a medios NGM que contiene
las bacterias en estudio, después del trata-
miento, se deposita un nematodo por caja
y diariamente cada nematodo es analizado
durante su periodo reproductivo (4 dias),
las placas con los huevos puestos por los ne-
matodos se observan un par de dias después
de la eclosién de los huevos, en donde se
deben contar los nematodos en estado lar-
vario L2 y L3; a la vez que se verifica la fer-
tilidad de los huevos por medio del nimero

de larvas eclosionadas. Es importante estan-
darizar el ensayo de reproduccién como lo
reportan Bustos AVG. y colaboradores en
el 2017, quienes describen los ensayos de
reproduccién en una cepa mutante NB327
de C. elegans modelo para el estudio de cdn-
cer de pulmén y préstata (52).

En el estudio realizado por MacNeil L y
colaboradores. estudiaron el tamafno de la
cria de C. elegans expuestos a tres bacterias
diferentes, E. coli OP50, E. coli HT115 y
Comomonas DA1877, encontraron que la
descendencia disminuye o reduce la fecun-
didad significativamente entre E.coli y Co-

momonas como se observa en la Figura 7G,
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por otro lado Sharika L. y colaboradores; Fi-
gura 7A-F descubrieron que los exposicién
a Staphylococcus aureus 'y Vibrio alginolyticus
tienen una diferencia en la morfologia, el

tamano y la activacién de los espermatozoi-
des provenientes de machos C. elegans en
comparacién con la dieta convencional con

E. coli OP50 (55, 56).

Figura 7. Tamafo de cria de C. elegans cepa N2 en tres dietas diferentes E. coli OP50, E coli HT115
y Comomonas DA1877. Las barras representan el niimero total promedio de progenie por animal.
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Fuente: Tomado y modificado de: MacNeil LT y colaboradores.(55) y Sharika L.
y colaboradores (56).

Evaluacion de la infeccion en el
Modelo de C. elegans

La utilidad de C. elegans como organismo
modelo de infeccién es el resultado de su
trazabilidad genética, tiempo de generacién
répido, facilidad de propagacién, un mapa
de linaje celular bien definido y un genoma
completamente secuenciado que contiene
una gran cantidad de genes ortdlogos de
vertebrados (42). En comparacién con otros
animales este nematodo en particular tiene
varias ventajas sobre otros modelos de ma-
miferos; no plantea tantas preocupaciones
éticas como el uso de modelos vertebrados

y los nematodos son ficiles de manipular en
el laboratorio porque son lo suficientemen-
te pequefios como para analizarlos en placas
de microtitulacién estindar (57).

Ademis la transparencia del cuerpo de C.
elegans permite examinar el desarrollo y los
cambios a nivel de una sola caracteristica
por medio de proteinas o sustancias fluo-
rescentes en células vivas, de hecho la gran
ventaja de este modelo como propuesta de
infeccién radica en la capacidad que tie-
nen las bacterias de ser tenidas ficilmente
con sustancias fluorescentes o marcarse con
GFP lo que facilita su observacién al inte-
rior del nematodo. En la Figura 8, se obser-
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va a Pseudomonas putida marcada con GFP
y a E. faecalis tenida con DAPI. Una de las
propuestas del grupo de Biotecnologia y
Genética UCM de la Universidad Colegio

Mayor de Cundinamarca radica en la posi-
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bilidad de usar tinciones mds sencillas para
observar bacterias al interior del nematodo
diferente al uso de pldsmidos y la proteina
verde fluorescente.

Figura 8. Bacterias fluorescentes. (A) Pseudomonas putida marcada con GFP. Tomado de: Duncan D.
y colaboradores (58) y E. faecalis tefiida con DAPI.

B

Fuente: Elaboracién propia.

En un estudio elaborado por Aballay A, y
colaboradores Figura 9 A-F, se puede obser-
var la acumulacién bacteriana y la presencia
de las mismas por medio de la fluorescencia
pues las bacterias E. coli OP50, S. typhimu-
rium y P aeruginosa fueron marcadas con
pldsmidos de expresiéon que llevan GFP, lo
que permitié observarlas claramente en el
intestino del nematodo por microscopio
invertido y microscopia de fluorescencia,

gracias a la transparencia del cuerpo de este

modelo (24).

La fluorescencia de las bacterias marcadas
con GFP también puede correlacionarse di-
rectamente con la inflamacién del nemato-
do luego de la infeccidén, factor que es muy
frecuente dependiendo del tipo de bacteria
y de su colonizacién dentro del cuerpo del
nematodo. Por ejemplo, en un estudio rea-

lizado por Sifri D. y colaboradores; Figura
9G y 9H, se observa la distensién del tracto
digestivo de C. elegans alimentados con .
aureus, pero no con E. coli OP50. Gracias
a la expresiéon del GFP los investigadores
pueden correlacionar la morfologia respec-
tiva de los cocos o bacilos correspondientes
a las bacterias en estudio y la respectiva res-
puesta frente a la inflamacién en cada caso,
concluyendo asi que S. aureus afecta la mor-

fologia normal del modelo (31).

Durante la evaluacién de la infeccién los
investigadores observaron que cuando los
nematodos en etapa L4 se alimentan con
una cepa bacteriana que es patégena, se en-
cuentran bacterias intactas dentro de la luz
intestinal aproximadamente a las 6 horas
postcontagio, ellas proliferan rdpidamente
y en algunos casos se evidencia una disten-
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sién progresiva de la luz intestinal. Ade-
mds, también reportan que los nematodos
muestran pocos signos de infeccién duran-
te las primeras 24 horas, su tasa de puesta
de huevos es normal lo cual refleja que el
estado general del nematodo es eficiente.
Sin embargo, luego de este tiempo se ob-
serva que la locomocién del nematodo, el
bombeo faringeo y el forrajeo es anormal
y posteriormente se evidencia una destruc-
cién progresiva del epitelio intestinal y de
la linea germinal, acompafiado de una clara
caida en la tasa de puesta de huevos después

de 48 horas (31, 33).

Después de todo lo anterior, los nematodos
comienzan a morir, y quedan inméviles al-
rededor de las 72 horas de contacto con el
agente. Muchos nematodos muertos pier-
den toda la arquitectura celular aparente.
Ademis, tras la infeccidén en algunos casos
se observa el llamado fenotipo de “bolsa de
nematodos”, en el cual los huevos de un
hermafrodita grivido eclosionan interna-
mente y las larvas resultantes consumen al
progenitor (31). Es por ello que el tiempo
de vida, asi como el de infeccién pueden ser
claves para poner a prueba antibiéticos.

Figura 9. Colonizacién bacteriana en el intestino de C. elegans (A, B) E. coli OP50 marcada con GFP por 72 h,
(C, D) S. yyphimurium marcada con GFP por 72 h, (E, F) P aeruginosa marcada con GFP durante 24 h. (G)
cocos abundantes compatibles a S. aureus dentro de C. elegans con distencién del tracto digestivo. (H) Bacilos

escasos compatibles con E.coli OP50 dentro de C. elegans sin distencion del tracto digestivo.

Fuente: Tomado de: Aballay A, y colaboradores (24) Y Sifti CD. y colaboradores (31).

Mutantes para los estudios de
infeccion en C. elegans

Actualmente, se han caracterizado mutantes
que son susceptibles o resistentes a la muer-
te mediada por toxinas bacterianas o por in-
feccién. Por ejemplo los mutantes de C. ele-
gans daf-2 de larga vida son resistentes a los

patdgenos bacterianos de mamiferos (59),
y la cepa sek-1 (km4) provoca una mayor
sensibilidad a diversos patégenos (57). Una
de las ventajas que tiene el modelo y sus ce-
pas mutantes es que la infeccién se hace evi-
dente debido a que estas cepas poseen pro-
teinas las cuales estdn marcadas usualmente
con GFP y tras el consumo bacteriano en
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comparacién con la cepa control de E. coli
OP50 se puede observar fluorescencia ante
aquellas bacterias que son perjudiciales para
el nematodo.

Por ejemplo, Kniazeva M. y Ruvkun G.
buscaron determinar si el desarrollo de los

embriones de C. elegans adultos que tenia
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marcada la proteina sur-5 con GFP era nor-
mal o no al ser alimentado con E. coli OP50
y con Rhizobium huautlense, como resulta-
do obtuvieron que los nucleos intestinales
se encuentran anormalmente alargados y
fragmentados tras el consumo de esta dlti-
ma bacteria, Figura 10. (60).

Figura 10. (A) imdgenes fluorescentes de C. elegans sur-5 GFP adulto alimentado E. coli OP50 desde el
momento de la eclosién. (B) imdgenes fluorescentes de C. elegans sur-5 GFP adulto alimentado con Rhizo-

bium desde el momento de la eclosion. Las flechas largas y cortas apuntan a nidcleos intestinales anormalmente

alargados y fragmentados.

A

sur-5::GFP adult on E. coli

7

sur-5::GFP adult on| Rhizobium

Fuente: Tomado de: Kniazeva M. y Ruvkun G.(60).

Por otro lado, también se ha demostrado
que como mecanismo de defensa C. elegans
deja de alimentarse en respuesta a los tdxi-
cos ambientales o agentes que causan dafno
de forma dependiente de la dosis y reanuda
la alimentacién cuando se elimina el “téxi-
co” o la sustancia que causa dafo en su or-
ganismo (27). Lo anterior sugiere que tanto
la naturaleza del patégeno como la ruta de
infeccidn contribuyen a la induccién de ge-
nes de defensa especificos en C. elegans asi
como también inducir un tratamiento pue-
de contribuir al mejoramiento de los signos

presentados (61). Por esta razén, diversas
investigaciones sugieren utilizar los medios
Infusién Cerebro Corazén (BHI) o Luria
Bertani (LB) para el cultivo de las bacterias
que se van a exponer al nematodo, ya que se
ha demostrado que otro tipo de medios de
cultivo pueden aumentar la virulencia bac-
teriana y afectar notoriamente al nematodo

(20, 39).

Es importante mencionar que existen al-
gunos requisitos a tener en cuenta para la
funcionalidad de C. elegans como modelo
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huésped-patégeno, debido a que el nemato-
do solo tiene defensas inmunes innatas, las
preguntas dirigidas a comprender el sistema
inmunitario adquirido deberdn abordar-
se en un modelo de vertebrado. C. elegans
también carece de un tipo de célula fagoci-
tica mévil, como el macréfago de mamifero
o el hemocito de Drosophila. Ademis, no
todos los genes de inmunidad innata de ver-
tebrados tienen ortélogos en este modelo.
Estas limitaciones subrayan la necesidad de
una variedad de sistemas de modelos com-
plementarios de huésped-patégeno para
comprender a fondo la complejidad total
de las interacciones virulencia-defensa, sin
embargo es importante considerar que este
modelo puede ser muy util para realizar ta-
mizajes en el estudio de sustancias candida-
tas a firmacos (42).

Finamente, otro de los factores importantes
para seleccionar este nematodo como mo-
delo eucariota es la capacidad que tiene de
crio preservarse a largo plazo, lo que per-
mite realizar variados estudios con diferen-
tes cepas transgénicas o mutantes (12). Por
otro lado, dado a los estudios realizados en
el nematodo infectado con patégenos, con
el fin de comprobar la funcién y efectividad
de compuestos o estandarizar alternativas
de tratamiento eficientes, este animal pue-
de ser propuesto como modelo /n Vivo de
infecciones. Se podrian evaluar sustancias,
extractos o péptidos antimicrobianos entre
otros, pues en él se pueden aplicar infinidad
de ensayos arrojando resultados de manera
rapida y concluyente (40, 57). Ademis, es
importante reconocer que durante muchos

anos C. elegans se ha utilizado para com-
prender enfermedades como Alzheimer,
Diabetes Mellitus entre otros y ha propor-
cionado numerosos avances en estas areas
del conocimiento (12).

Conclusiones

Diversos son los estudios realizados hasta
el momento enfatizados en demostrar que
pese a que C. elegans se alimenta natural-
mente de bacterias no todas pueden ser re-
lativamente sanas o promover su ciclo de
vida normal, de hecho a lo largo de este ar-
ticulo se evidencié que el nematodo puede
verse afectado al consumir ciertas bacterias
en comparacién a su alimento habitual en
el laboratorio (la E. coli OP50), lo que in-
dica que pese a la distancia evolutiva sigue
existiendo una conexién entre una especie
y otra, sobre todo en el caso de la sensibi-
lidad a infecciones que atacan a diferentes

mamiferos.

Ademis todo esto contribuye a la posibili-
dad de usar este nematodo como modelo
In vivo de infecciones y no solamente con
el fin de determinar aspectos netos de la
inmunidad o las repercusiones que los mi-
croorganismos tienen en la vida del mode-
lo, sino que es posible que a nivel de ciencia
e investigacién este pequefio invertebrado
sea util para descartar o no medicamentos
en estudio en diferentes campos de investi-
gacion, sobre todo aquellos que involucran

los sistemas que conforman a C. elegans.



Rodriguez et al. Caenorhabditis elegans como modelo de infeccion para el

Las infecciones son cada vez mds persisten-
tes y la necesidad de explorar nuevas sustan-
cias para contrarrestarlos es evidente en la
actualidad, a través de este modelo se pue-
de contribuir sustancialmente para validar
antibiéticos candidatos de manera rdpida
y sencilla y al mismo tiempo evitar largas
experimentaciones que en un final fraca-
san, porque comprometen la vida de otros
modelos animales que tiene un periodo de
vida mds largo o que presenta restricciones
éticas.

El semillero de Biotecnologia y Genética
UCMC de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca propone utilizar a este mo-
delo como fase inicial de experimentacién
a nivel de antibidticos, usando las técnicas
In vitro convencionales y compardndolas
con la infeccién y la resolucién de la misma
dentro del nematodo tras la administracién
del fdrmaco en estudio, para posteriormen-
te hacer estudios mds especializados con
otros animales solo si el medicamento no
compromete la vida del nematodo. De he-
cho, actualmente este grupo tiene en curso
una investigacién que tiene como objetivo
validar y estandarizar a C. elegans como mo-
delo In Vivo de infeccién para el estudio de
antimicrobianos.
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Resistencia a la fractura de coronas dentales fabricadas
analogamente vs tecnologia cad-cam. Estudio In vitro

Fracture resistance of analogally made dental crowns vs cad-cam technology.
In vitro study

Salvador Insignares Ordoiiez!, Antonio Diaz Caballero? Yureinys Beleiio Quintero®, Salin Insignares Buelvas*
Resumen

Antecedentes. La resistencia a la fractura de las coronas puede tener influencia en su
ocurrencia, de acuerdo con el método de fabricacién usado, ya sea andlogamente o por
medio de tecnologia Cad-Cam. Objetivo. Comparar la resistencia a la fractura de las coronas
individuales realizadas por dos métodos de fabricacién, bajo disefio asistido por ordenador
y fabricacién computarizada (CAD-CAM) e inyectadas. Método. Estudio in vitro. Tamano
de la muestra 20 coronas en dos grupos: 10 coronas bajo tecnologia CAD-CAM vy 10
coronas inyectadas. Fueron sometidas a cargas compresivas en una mdquina de ensayos
universal, con una velocidad de Imm/min y una carga de celda de 5kN hasta obtener la
fractura mdxima de estas. Los datos se analizaron estadisticamente utilizando las pruebas
Shapiro Wilk, Mann Whitney p=0,05. Resultados. Las coronas fabricadas por Cad-Cam
obtuvieron un minimo de 602,5 Newton y un médximo de 1093 Newton, mientras que las
coronas fabricadas andlogamente obtuvieron un minimo de 525,2 Newton y un mdximo
de 1773 Newton en el experimento con la miquina de ensayo universal para lograr su
fractura. Se obtuvo una diferencia significativa en la prueba de resistencia a la factura entre
ambos métodos de fabricacién (p <0,001). Conclusién. Las coronas de Disilicato de litio
Prensadas obtuvieron una mayor resistencia a la fractura que las coronas fabricadas via

CAD-CAM.
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Palabras claves: (decs bireme): coronas; resistencia flexional; odontologia; prostodoncia;

laboratorio.

Abstract

Background. The fracture resistance of the crowns may have an influence on their
appearance, according to the method of making them, either analogously or by means
of Cad-Cam technology. Objective. To compare the resistance to the fracture of the
individual crowns made by two manufacturing methods, under computer-aided design and
computerized manufacturing (CAD-CAM) and injected. Methods. In vitro study. Sample
size 20 crowns in two groups: 10 crowns using CAD-CAM technology and 10 crowns
injected. Crowns were subjected to compressive loads in a universal testing machine, with
a speed of Imm / min and a cell load of 5kN until obtaining the maximum bill for these.
Data were statistically analyzed using the Shapiro Wilk tests, Mann Whitney p = 0.05.
Results. Crowns manufactured by Cad-Cam obtained a minimum of 602.5 Newton and
a maximum of 1093 Newton, while the crowns manufactured analogously obtained a
minimum of 525.2 Newton and a maximum of 1773 Newton in the experiment with the
machine Universal test to achieve their fracture. A significant difference was obtained in
the invoice resistance test between both manufacturing methods (p <0.001). Conclusion.
Pressed Lithium Disilicate crowns obtained higher fracture resistance than crowns under

design and manufacturing by computer (CAD-CAM).

Keywords: (mesh database): dental crown; flexural strength; dentistry; tooth preparation,
prosthodontic; laboratories, dental.

Introduccion de los materiales utilizados en la confeccién
de una restauracién (2). La resistencia es
Las coronas dentales se vienen utilizando  definida como la mdxima tensién requerida
desde mucho tiempo atrds en la historia de  para fracturar una estructura segun la fuer-
la odontologia (1), para la confeccién de  za aplicada (3).
estas se utilizan diversos materiales inclu-
yendo los cerdmicos, los cuales pueden pre-  Las cerdmicas de uso odontolégico se cla-
sentar diversos patrones de comportamien-  sifican en: feldespdticas, disilicato de li-

to a las fuerzas de masticacién o incluso se  tio, alimina y zirconia, dependiendo de su

puede observar diferentes rangos de resis-
tencia a la fractura de esas coronas. De ahi
la importancia de considerar la resistencia

composicién quimica y dureza (4). El di-
silicato de litio posee diversos componen-
tes que potencializan su resistencia, entre
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estos resaltan; el feldespato, responsable de
la translucidez, cuarzo que compone la fase
cristalina, caolin que proporciona plastici-
dad (5). Dicha resistencia supera el valor li-
mite de 100 MPa, establecido por Goujat et
al (6), registrado entre 100-300 MPa y una
resistencia a la flexién de 350 MPa, estos
estdn considerados dentro de los niveles ba-
jos, por ello su uso estd indicado en coronas

individuales (7).

Con respecto al disefio y fabricacién de
las coronas individuales se han venido de-
sarrollando de manera andloga a lo largo
de la historia; en la actualidad, con el ad-
venimiento de los avances tecnoldgicos se
han implementado equipos computariza-
dos, estos prometen mayor confiabilidad y
exactitud de las coronas, entre estos se tiene
CAD-CAM definido como sistema tecno-
légico para el disefio y elaboracién de res-
tauraciones dentales por ordenador (8).

El sistema maquinado el IPS E.max CAD,
utiliza Metasilicato de Litio fresado, el cual,
ha registrado que mantiene una resistencia
flexural de 234N (6), este se somete a tra-
tamiento térmico llamado cristalizacién,
generando la transformacién de la microes-
tructura para convertirse asi en disilicato de
Litio, material a utilizar en la presente in-

vestigacién (9).

El objetivo de esta investigacién fue estable-
cer la resistencia a la fractura de las coronas
de disilicato de Litio fabricadas por dos téc-

nicas diferentes.

analogamente vs tecnologia cad-cam. Estudio /n vitro

Metodologia

Estudio In vitro de tipo experimental.

Seleccion de muestra: se fabricaron un to-
tal de 20 coronas dentales, las cuales se di-
vidieron en dos grupos segin el método de
fabricacién implementado. Grupo A de 10
coronas inyectadas. Grupo B de 10 coronas

bajo tecnologia CAD-CAM.

Preparacion del muidn: se implementé el
uso de un primer molar permanente inferior
previamente extraido, el cual fue tallado
con las medidas establecidas para la adap-
tacién de una corona totalmente cerdmica:
cara oclusal 2mm, caras libres y proximales
de 1.5mm y zona cervical de 0.8mm, con
una terminacién en chaflin. Con esto se
evita que el resultado final se viera afectado
por algin punto de la metodologia aplica-
da. con base a la informacién existente en
varios estudios relacionados.

Se procedié a empotrar el molar tallado en
un bloque de acrilico de 3cm x 3cm como
base.

Diseiio y elaboracion de las coronas: se di-
vidié en etapas.

Primera etapa: impresién digital del pri-
mer molar inferior previo al tallado, con
un escdner éptico (Omnicam- Sirona-Bes-
heim-Alemania) para obtener la anatomia
ideal de las coronas individuales.
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Segunda etapa: escaneo del munén del pri-
mer molar inferior para el diseno de las co-
ronas individuales.

lercera etapa: diseiio de las 20 coronas es-
tandarizadas con el software InLab (Sirona,
Besheim, Alemania); una vez que el softwa-
re superpuso la corona sobre el mufidn, se
verificé que toda la superficie de esta tuviera
el grosor minimo de 2mm, posterior a esto
se ordend el fresado de 20 coronas. El grupo
A de 10 coronas E-max CAD LT (Ivoclar
vivadent, Schaan, Liechtenstein), las cua-
les posteriormente pasaron a un proceso de
coccién de cristalizacién junto al glaseado,
este fue hecho con pasta IPS E-max CAD
Crystall/Glaze(Ivoclar  vivadent, Schaan,
Liechtenstein) en el horno de inyeccién y
cristalizacién EP 5000(Ivoclar vivadent).

Las 10 coronas del grupo B fueron fresadas
en Telio CAD PMMAC(Sirona).

Test de compresién: las coronas y el andlo-
go de pilar son llevadas al laboratorio de en-

sayos mecdnicos de la Universidad Nacional

de Colombia. Las muestras se sometieron
a una fuerza compresiva y progresiva para
analizar el limite de fractura de estos ele-
mentos. Para la aplicacién de esta fuerza se
realizé en la mdquina universal de ensayo
marca Shimadzu®; utilizando una punta ci-
lindrica de extremo redondeado con un dié-
metro de 3mm, colocado en la fosa funcio-
nal a manera de tripode; con una velocidad
de Imm/min hasta conseguir la fractura
completa de las coronas, colocando como
limite de fuerza 5 KN, equivalente a 509
Kilogramos-fuerza o 0.005 megapascales.

Andlisis y recoleccion de datos: 1a recolec-
cién de datos se realizé mediante el softwa-
re TRAPEZIUM X (Shimadzu), estos datos
fueron organizados en dos tablas corres-
pondientes a cada subgrupo en el programa
Excel. Como pruebas estadisticas se aplicé
Shapiro Wilk, para observar la caracteristica
de distribucién de los datos, prueba no pa-
ramétrica Mann Whitney correspondiente a
muestras independientes para comparar la

resistencia compresiva entre ambos grupos.

Figura 1. Protocolo de preparaciéon del mufién y coronas de disilicato de litio tanto Inyectadas y fresada. (a) Primer molar

inferior para disefio de munén. (b) Molar tallado, siguiendo todos los pardmetros sefialados en la metodologfa. (c) Pastilla
de Emax Press LT A3. (d) bloque para fresado de Emax CAD LT A3.5. (e) Corona de Emax Press saliendo del horno
EP5000 del proceso de Inyectado. (f) Corona de Metasilicato de litio saliendo de el proceso de fresado antes de pasar por

el proceso de cristalizacién. (g-h) Muestra sometida a cargas compresivas en mdquina de ensayos universal.
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Fuente: Elaboracién propia.

Resultados

Se evalué la resistencia a la fractura de 20
coronas dentales, utilizando disilicato de
litio bajo dos métodos de fabricacién; las
muestras se dividieron en dos grupos de 10
coronas denominados con el nombre de:

coronas CAD-CAM (grupo A) y coronas
inyectadas (grupo B).

Posteriormente, se procedié a la carga de
todas las muestras en la mdquina de ensa-
yo universal hasta lograr la factura mdxima
para la evaluacién de la resistencia de am-
bos grupos, la cual se midié en megapas-
cales (MPa). Para la aplicacién de la carga

compresiva se implementé una mdquina

de ensayos universal marca Shimadzu, con
carga de celda de 5kN a una velocidad de
Imm/min hasta obtener la fractura de las
coronas de la muestra; como resultado, el
grupo de coronas disenadas bajo el método
andlogo obtuvo una media de 1182 newton
y en las coronas manejadas con tecnologia
CAD-CAM una media de 854.6 newton,
determinando asi, una diferencia significa-
tiva (P= 0,01) entre ambos métodos; ambos
grupos estuvieron por encima de los valores
minimos requeridos para un material res-
taurador en el sector posterior.

Se obtuvo que los valores de cada grupo se-
gufan una distribucién normal mediante el
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test de Shapiro Wilk. El grupo de coronas
fresadas arroja unos valores de comporta-
miento homogéneo y el grupo de coronas
inyectadas arroja unos valores heterogé-
neos, lo que indica que el limite a fractura
es mayor en el grupo de inyectadas, como se
observa en las Tablas 1 y 2.

Tabla 1. Resultados de andlisis descriptivo
de coronas fresadas.

CORONAS CAD-CAM

Media (x) 854,6
Mediana 854,8
Desviacién estindar 141,1
Minimo 602,5
Maiximo 1093
perceptible 25% 761,7
Perceptible 75% 956,6
Std. error 44,63

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 2. Resultados de andlisis descriptivo
de coronas inyectadas.

CORONAS INYECTADAS

Media (x) 1182
Mediana 1200
Desviacién estandar 358,9
Minimo 525,2
Maiximo 1773
perceptible 25% 898
Perceptible 75% 1408
Std. error 113,5

Fuente: Elaboracién propia.

Se realizé un andlisis de datos de manera
comparativa con la prueba no paramétrica
de Mann Whitney; los valores obtenidos se
muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados de comparacién de ambos grupos de
coronas individuales.

TABLA COMPARATIVA ggg%\m ﬁ%‘;ﬂ%ﬁg o
MEDIA (X) 854,6 1182
DESVIACION ESTANDAR 141,1 358,9

VALOR DE P 0,01

Fuente: Elaboracién propia.

En cuanto a la resistencia a la fractura entre
los dos materiales sometidos a la prueba se
encontré diferencias estadisticamente signi-
ficativas en las medianas entre los dos gru-
pos; el grupo A correspondiente a coronas
CAD-CAM vy grupo B a coronas inyectadas
con un valor de p<0.01.

Las coronas que mostraron mayor resisten-
cia a la fractura fueron las del grupo B (in-
yectadas) como muestra la figura 2.

Figura 2. Grifico de cajas y bigotes con la comparacién entre
las fuerzas de resistencia a la fractura soportadas por los dos
tipos de coronas.

2000+
Mpa 15001
E p<0.01
1000+
s %
w
500 e
0 T T
Coronas Coronas
CAD-CAM inyectadas

Fuente: Elaboracién propia.
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Discusion

El presente estudio comparé la resistencia
a la fractura de coronas de disilicato de li-
tio elaboradas bajo dos métodos de fabrica-
cién; el primer grupo de coronas se manejé
de manera andloga, el segundo con disefio

y fabricacién por ordenador (CAD-CAM).

Martinez y cols (10), compararon la resis-
tencia a la factura de coronas de disilicato
de litio fabricadas bajo tecnologia CAD-
CAM vy de manera andloga, usé pilares per-
sonalizados para el sector anterior y coronas
para un central superior, la resistencia del
disilicato de Litio fue de 558.5+35 kg, la
cual es superior a las fuerzas ejercidas en el
sector anterior. Se tom¢é un primer molar
inferior para ser utilizado como pilar para
adaptar las coronas dispuestas como mues-
tras, debido a que en la zona de primeros
molares se registra la mayor carga a las fuer-
zas masticatorias.

Magne y Cheung en 2017 (11) mencionan
que la fuerza mdxima promedio de mordi-
da voluntaria en la regién de molares con
coronas cerdmicas es de 866 Kg, fuerza que
equivale a 85N fuerza. Lo que muestra una
semejanza con los resultados obtenidos en
la presente investigacién con las coronas
fresadas, existe una comparacién en los ran-
gos de las fuerzas obtenidas.

Nishigawa y cols en el 2001 (12) determi-
naron que en procesos de bruxismo la fuer-
za méxima promedio nocturna es de 42,3N

analogamente vs tecnologia cad-cam. Estudio /n vitro

equivalente a 438 kg fuerza y la fuerza
mdxima registrada fue de 81N equivalente
a 794.34 kg, con una duracién de 7 segun-
dos. Esos datos muestran comparativamen-
te que las coronas fabricadas en el presente
estudio para testear la fuerza de resistencia a
la fractura, en ambos estilos de confeccién,
superan ampliamente las fuerzas que pue-
den detectarse durante el bruxismo. Eso tie-
ne la implicacién que pueden resistir mds,
pero a la vez pueden inducir eventualmente
a mayores fuerzas de bruxismo. Tanto las
inyectadas como las maquinadas superaron

ese valor.

El estudio de Zahran, El-Mowafy, Tam,
Watson, Finer en el 2008, utilizé un primer
molar inferior en ivorina como muestra de
preparacién del tallado y tomando la im-
presién de donde se replicaron (13), con-
servando las dimensiones establecidas para
el tallado de un molar. Este estudio a dife-
rencia del actual donde se utilizé6 un molar
natural previamente extraido, en el cual, se
tomaron los escaneos que obtuvieron las di-
ferentes coronas evaluadas, permitié la re-
plicacién o contrastacién del método.

La preparacién del molar de donde se ob-
tuvieron las coronas se realizé de acuerdo
con lo planteado por Yi-hong Liu et al en
el ano 2014 (14), donde se tuvo en cuenta
la influencia de la altura del mufén y un
dngulo de convergencia total de 6 grados,
un chafldn profundo de 1,0 mm, altura de

preparacién de 5Smm y reduccién oclusal de
1,5-2,0 mm.
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Martinez y cols (10) realizaron la compa-
racién de coronas en distintos materiales
cerdmicos, dentro de este, el disilicato de
litio fabricado manualmente y fabricadas
con tecnologia CAD-CAM; con diferencia
significativa (P=0,05) frente a la resistencia
a la fractura. Lo anterior es similar a lo en-

contrado en el presente estudio.

Bacigalupe y Villablanca en el 2014 (15),
muestran que al aplicar la fuerza compre-
siva sobre coronas cerdmicas con propieda-
des similares a la implementada en la actual
investigacién y bajo fabricacién con CAD-
CAM se obtuvo una media de 1.579 new-
ton, siendo su valor mdximo de resistencia a
los 1.713,0N y valor minimo de 1.457,4N,
arrojando diferencias con los resultados de
esta investigacién, en el cual, la media para
coronas fresadas fue 854.6 newton, siendo
su valor mdximo de resistencia a los 1093N
y valor minimo de 602,5N; la no cemen-
tacién de las coronas en el ensayo generé
diferencia significativa con el estudio re-
ferenciado; “El uso del sistema Cad-Cam
permitié determinar el grosor homogéneo
del elemento cementante (40p) y la linea de
cementacién (20p) dimensiones minimas
para este objetivo que al entender actual
aporta significativamente a la resistencia de
las coronas utilizadas” (15).

Majed Al-Akhalia et al en el 2017 (16) de-
mostraron que las coronas cerdmicas mo-
noliticas de Emax CAD superaron fuerzas
compresivas mayores de 900 N, y ademds,
refieren que se diferencia a las pruebas rea-

lizadas en el material con métodos biaxiales

flexurales en los cuales se dan resistencias
mucho menores de 530N. Magne y Che-
ung (11) realizaron pruebas comprensivas
similares; probaron 10 coronas de Emax
CAD, mostrando que el 100% de las co-
ronas resisten a fuerzas menores a 800N, el
80% resistié a fuerzas de 1000N, el 50%
a fuerzas de 1200N y el 30% a fuerzas de
1400N.

Los resultados del presente estudio mues-
tran que la media en Newton en la resisten-
cia compresiva de ambos tipos de coronas
monoliticas de disilicato de Litio se encuen-
tra por encima de 800 N, siendo el de las
coronas inyectadas 1182 N y el de las coro-
nas fresadas de 854.8 N. Varga et al en 2011
(17), registraron la media de fuerza oclusal
ejercida de manera voluntaria en personas
con oclusién normal es de 777.7+78N. Te-
niendo en cuenta esto una persona con una
oclusién sana o patoldgica y completa no
es capaz de fracturar una corona de Emax
Press de forma voluntaria.

La aplicabilidad clinica de este estudio ra-
dica en conocer la resistencia de la fractura
de las coronas totalmente cerdmicas, que
son confiables en relacién con el manejo
del material generando con una resistencia
a fuerzas masticatorias superiores a las regis-
tradas. El uso de la tecnologia CAD-CAM
brinda un tiempo menor de disefio y fabri-
cacién de coronas y reduce también el mar-
gen de error que pueda presentarse durante
el disefo. Sailer y cols en el 2017 (18), ha-
cen referencia al tiempo de trabajo del la-

boratorio utilizando el sistema CAD-CAM.
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Indican que es significativamente mds corto
que el convencional, también, exponen que
la calidad de las coronas no difiere después
de la fabricacién bajo CAD-CAM vy anilo-
gamente. Aunque no se evalué el tiempo
de fabricacién en la presente investigacién,
si se obtienen unas coronas de alta calidad

tanto de laboratorio como clinicas.

Conclusiones

La resistencia compresiva de ambos mé-
todos de fabricacién superé los estdndares
establecidos en las fuerzas masticatorias,
haciéndose aceptables para su uso. Las co-
ronas de Disilicato de litio Prensadas obtu-

vieron una mayor resistencia a la fractura

que las coronas fabricadas via CAD-CAM.
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Relacion de la composicion corporal y la velocidad de
procesamiento cognitivo en estudiantes universitarios.
Un estudio transversal

Relationship of body composition and speed of cognitive processing in college
students. A cross-sectional study

Cristian Ermides Carrillo Ramirez!, Héctor Reynaldo Triana Reina?

Resumen

Introduccién. Existe una amplia discusién acerca del papel de la composicién corporal en el
desarrollo de funciones cognitivas como la velocidad de procesamiento (VPC), especialmente
sobre la masa grasa. Ademds, pocos estudios -especialmente en Colombia- han explorado
dicha relacién en universitarios de diferentes dreas de conocimiento. Objetivo. Determinar
la relacién existente entre la velocidad de procesamiento cognitivo y la composicién corporal,
en estudiantes universitarios de Bogotd D.C., Colombia. Materiales y métodos. Estudio
transversal de tipo descriptivo y correlacional en una muestra total de 122 estudiantes
hombres aparentemente sanos (17 a 31 afios) de diferentes dreas de conocimiento (72,1%
de Cultura fisica y 27,9% de otras carreras), pertenecientes a universidades privadas del
Distrito Capital. Se midieron pardmetros antropométricos (talla, peso, circunferencia de
cintura (CC)), variables de composicién corporal (bdscula de bioimpedancia); la VPC se
evalué mediante la Prueba de Adicién en Serie Audible Estimulada (PASAT (60)-3”). El
andlisis estadistico se realizé empleando el software IBM SPSS V. 25 para el cdlculo de
los resultados. Resultados. Con una media de 20,9 (3,4) afios, se identificé un Indice de
Masa Corporal (IMC) de 40,5% en sobrepeso y 4,1% en obesidad. El PASAT (60)-3”) se
relacioné de manera positiva con el IMC, porcentaje de grasa (%GC) y CC, negativamente
con el porcentaje de masa muscular (%MM) en el grupo de otras carreras. Sin embargo,
la VPC disminuida tenfan mayor %GC, CC y MM menor, en comparacién con quienes
tenfan una VPC dentro de lo esperado (p= < 0,05). Conclusién. La masa grasa parece

tener influencia sobre la velocidad de procesamiento cognitivo, no obstante, dicha relacién
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no sigue un patrén claramente definido, parece comportarse de manera curva en donde
valores extremos podrian afectar negativamente dicha funcién cognitiva. Aparentemente
una composicién corporal mds saludable puede ser beneficiosa para la velocidad de
procesamiento en universitarios.

Palabras claves: universidades, adulto joven, composicién corporal, cognicién, atencién,

sobrepeso.

Abstract

Introduction. There is a wide discussion about the role of body composition in the
development of cognitive functions such as processing speed, especially on fat mass.
Furthermore, few studies that are being developed in Colombia, South America, have
explored this relationship in college students from different areas of knowledge. Objective.
To determine the relationship between cognitive processing speed (CPS) and body
composition in college students from Bogotd D.C., Colombia. Material and methods.
Cross-sectional descriptive and correlational study in a total sample of 122 apparently
healthy male students (17 to 31 years old) from different areas of knowledge (72.1%
from Physical Culture and 27.9% from other careers), belonging to private universities
of the Capital District. Anthropometric parameters (height, weight, waist circumference
(WC)), body composition variables (bioimpedance scale) were measured; CPS was assessed
using the Paced Auditory Serial Addition Test (PASAT (60) -3”). Statistical analysis was
performed using the IBM SPSS V. 25 software to calculate the results. Results. With a
mean of 20.9 (3.4) years, a Body Mass Index (BMI) of 40.5% was identified in overweight
and 4.1% in obesity. PASAT (60) -3”) was positively related to BMI, body fat percentage
(% BF) and WC, negatively to muscle mass percentage (% MM) in the group of other
races. However, the decreased CPS had a higher% CG, CC and% MM lower, compared
to those who had a CPS within the expected (p = <0.05). Conclusion. Fat mass seems to
influence the cognitive processing speed; however, this relationship does not follow a clearly
defined pattern, it seems to behave in a curved way where extreme values could negatively
affect said cognitive function. Apparently, healthier body composition can be beneficial for
processing speed in college students.

Keywords: universities, young adult, body composition, cognition, attention, overweight.
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Introduccion

Actualmente la obesidad es considerada
una epidemia que afecta aproximadamente
a la mitad de la poblacién mundial, 1900
millones (39%) de adultos con sobrepeso
y a 650 millones (13%) con obesidad se-
gun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS, 2016). En América Latina y Colom-
bia la situacién es similar (Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura (FAO) y la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) (Encues-
ta Nacional de la Situacién Nutricional
(ENSIN) 2015). Esto es un grave problema
de salud publica dado que la obesidad es
considerada un importante factor de riesgo
para el desarrollo de enfermedades cardio-
vasculares y metabdlicas, las cuales son las
de mayor carga de morbimortalidad en el
mundo (Serrano, Castillo y Pajita, 2017).
No obstante, también se ha reportado ma-
yor prevalencia de dinapenia y deterioro
cognitivo, en especial cuando la masa mus-
cular esta disminuida. (Asaduroglu et al.).
Es decir, que es capaz de alterar el conjunto
de procesos mediante los cuales las personas
adquieren, almacenan, recuperan y usan el
conocimiento, tales como la atencidn, per-
cepcién, memoria, resolucién de proble-
mas, toma de decisiones y pensamiento en
general (Rivas, 2008). Uno de los procesos
mds relevantes es la velocidad de procesa-
miento cognitivo (VPC), la cual puede ser
entendida como una medida de la fluidez
para la decodificacién y el reconocimien-
to de informacién (Puertas, 2015), debido
a que comprende el tiempo en el que una

estudiantes universitarios. Un estudio transversal

persona ejecuta una tarea cognitiva simple
y relativamente automatizada (Formoso, Ja-
cubovich, Injoque-Ricle y Barreyro, 2018).
La ralentizacién de dicha habilidad cogni-
tiva puede afectar otros procesos cogniti-
vos como lo son la memoria de trabajo, la
memoria a largo plazo y la adquisicién de
nueva informacién (Lubrini, 2013). La eva-
luacién de la VPC puede ser llevada a cabo
por medio de la prueba neuropsicoldgica de
Adicién Serial Auditiva Pautada (PASAT,
por sus siglas en inglés Paced Auditory Se-
rial Addition Test) la cual ha sido utiliza-
da generalmente como una prueba sensible
para el diagnéstico clinico de la esclerosis
multiple, sin embargo, también ha sido te-
nida en cuenta para obtener una medida de
atencién mantenida, atencién dividida (nud-
mero de cosas que se pueden manejar a la
par), inhibicién de respuesta y memoria de
trabajo en poblacién joven aparentemente
sana (Lopera, Lubert, Londofio y Martinez,

2019).

La obesidad se ha relacionado con deterioro
cognitivo en adultos mayores (Martinez Se-
cada, 2018) y en estudiantes universitarios
(Alcaraz, Ramirez, Palafox y Reyes, 2015),
disminucién en la memoria, funciones eje-
cutivas y velocidad de procesamiento (Dec-
kers, Van Boxtel, Verhey & Koéhler, 2017).
Ademids, patologias asociadas al exceso de
peso corporal se relacionan con alteracio-
nes sobre la cognicién, por ejemplo, la hi-
pertension se ha asociado con disminucién
de la atencién, reduccién en la flexibilidad
mental y alteracién en la memoria y las ha-

bilidades de razonamiento abstracto. (Rivas
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y Gaviria, 2000; De Leén, Milian, Cama-
cho, Arevalo y Escarpin, 2009; Nufez et al.,
2014; Pedraza, 2016). La diabetes produce
dano a las células del cerebro, modificando
la estructura y funcién cerebral y ocasio-
nando deterioro de las funciones cognitivas
(Zenteno-Lépez et al., 2016), sin embar-
go, también hay evidencia que relaciona un
mayor indice de masa corporal y masa grasa
con un mejor desempefo cognitivo princi-
palmente en adultos mayores (Tikhonoff,
2015; (Noh et al., 2017); Skinner, Abel,
McCoy y Wilkins, 2017).

Debido a este panorama controversial, don-
de pueden influir multiples factores como
la edad, el nivel socioeconémico, el grado
de escolaridad, los ingresos, entre otros, se
hace necesario el estudio de la influencia
de la composicién corporal sobre funciones
cognitivas como la VPC, ademds, en Co-
lombia la mayoria de evidencia actual estd
centrada en adultos mayores y en poblacio-
nes patoldgicas, descuidando un poco qui-
z4s a la poblacién sana. Por ello, el objetivo
de este estudio es determinar la posible re-
lacién entre la velocidad de procesamiento
cognitivo con la composicién corporal en
una muestra de jovenes universitarios de di-
ferentes dreas del conocimiento de Bogot4,
Colombia.

Materiales y métodos

Se realizo un estudio descriptivo y correla-
cional de corte transversal, en una muestra
no probabilistica de tipo intencional com-
puesta por 122 estudiantes (hombres) uni-

versitarios de 17 a 31 anos, pertenecientes
a tres instituciones privadas de la ciudad
de Bogotd, en las cuales el 72,1% (n=88)
pertenecian a la carrera de Cultura Fisica o
afines y el 27,9% (n=34) a otras carreras,
entre las que se encontraban algunas inge-
nierfas, ciencias humanas, sociales y de sa-
lud. Para el estudio, todos los participantes
se encontraban aparentemente saludables,
se excluyeron aquellos individuos que refi-
rieron en la encuesta de antecedentes perso-
nales o consulta médica en los dltimos tres
meses: cirugia o trauma mayor reciente, en-
fermedades endocrinas (diabetes mellitus,
hipo e hipertiroidismo); enfermedades au-
toinmunes (lupus, psoriasis, enfermedades
del coldgeno); cdncer de cualquier etiologia
y alteraciones respiratorias o cardiacas sig-
nificativas (ICC, EPOC, neumonias, asma
y bronquitis), también fueron excluidos
aquellos que hubieran consultado por un
trastorno fisico o mental en los dltimos tres
meses. Para esta investigaciéon se tuvieron
en cuenta los lineamientos vigentes para el
estudio en seres humanos de la Resolucién
8430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia y los principios bioéticos en la
Declaracién de Helsinki, segtin los cuales
esta investigacién es considerada de riesgo
minimo (articulo 11). Todos los participan-
tes cumplieron con el requisito de consen-
timiento informado, los datos recopilados
fueron manejada cumpliendo los criterios
de confidencialidad y privacidad.
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Variables antropométricas y de
composicion corporal

Posterior a la realizacién del cuestionario
de salud e informacién general, se solicito
a los participantes utilizar una pantaloneta
(pantalén corto deportivo) y una camiseta
para las mediciones, asi mismo se dio ins-
trucciones para que estuviesen descalzos y
se retiraran cualquier joya u objeto metdli-
co para la medicién del peso corporal (kg)
(Ramirez-Vélez, 2017), el cual se realizé
mediante una balanza de piso de bioim-
pedancia (Marca TANITA® modelo BC-
420MA?®, Tokio, Japén) con un rango de 0
— 270 kg y una precisién de 0,1 kg, con la
cual se obtuvo el porcentaje de grasa cor-
poral (%GC), el peso (kg) de la masa grasa
(MG), la masa magra o masa libre de grasa
(MLG) y la masa muscular (MM), los valo-
res obtenidos se interpretaron a partir de los
rangos referentes de la bdscula (Gallagher
et al., 2000), el porcentaje de la masa mus-
cular (%9MM) fue calculado a partir de los
valores obtenidos. La talla (cm) se registré
en estiramiento con un tallimetro portdtil
marca SECA 213° (Hamburgo, Alemania),
rango 0 - 220 cm de 1 mm de precisién. El
indice de masa corporal (IMC) se calculé
a partir de la formula IMC = masa corpo-
ral (kg) / altura (m2), para evaluar el esta-
do del indice de masa corporal, se tuvieron
en cuenta los criterios de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 2000).
La circunferencia de cintura (CC) (cm) se
midié a nivel de la regién mds estrecha en-
tre la Gltima costilla, y el borde anterosupe-
rior de la cresta ilfaca, en el caso en que no

estudiantes universitarios. Un estudio transversal

era visible, la regién mds estrecha se registré
en la mitad de estos dos puntos anatémicos,
utilizando una cinta métrica metdlica (Luf-
kin, W606PM?®, Parsippany, NJ, EE. UU.)
(ISFTAO, 2006). El proceso de evaluacién

fue llevado a cabo por personal capacitado.

Velocidad de procesamiento cognitivo
(VPC)

La evaluacién fue realizada a partir de la
prueba neuropsicolégica PASAT (por sus
siglas en inglés), esta prueba fue creada por
Gronwall (1977) y es considerada una me-
dida valida y confiable de atencién man-
tenida, atencién dividida, inhibicién de
respuesta y velocidad de procesamiento,
estandarizada para universitarios colombia-
nos (Lopera, Lubert, Londofio y Martinez,
2019). Consiste en una serie de operacio-
nes mediante una grabacién de audio en las
cuales se solicita al evaluado la suma con-
tinua de pares de nimeros aleatorios que
van del 1 al 9, se suman consecutivamente
dichos pares, de tal manera, que cada nu-
mero se agregue al inmediatamente ante-
rior, es decir, si el estimulo 1, esta seguido
por el nimero 9, la persona evaluada debe
responder 10, si el siguiente estimulo es 4,
la persona deberia responder 13 (9+4). El
total de la prueba consiste en el nimero de
puntajes correctos entre 0 y 60 digitos, que
difieren entre si en la duracién del intervalo
(2 y 3 segundos), para el estudio se utilizé
la versién de 3 segundos (37) y se identifi-
c6 con la denominacién PASAT (60)-3” en
relacién con el total de respuestas correctas
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logradas (Strauss et al., 2006). Los partici-
pantes fueron citados de manera individual
para realizar la prueba cognitiva en un salén
completamente solo y con el menor ruido
posible, la prueba fue aplicada por personal

de psicologia previamente capacitado.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el pro-
grama Statistical Package for Social Scien-
ce® software, versiéon 25 (SPSS; Chicago,
IL, USA), la prueba de Levene fue utilizada
para comprobar la homogeneidad de las va-
rianzas de las variables empleadas. Un valor
p<0,05 fue considerado como significativo.
Se realiz6 una descripcién de las variables
cuantitativas (media, desviacién estdndar
(DE)) y frecuencias relativas para las varia-
bles cualitativas. La prueba de correlacién
de Pearson (r) fue utilizada para conocer
la relacién entre la velocidad de procesa-
miento cognitivo (VPC) y la composicién
corporal, ademds para conocer la diferencia
entre las variables de composicién corpo-
ral en los grupos que tenfan un desempe-
fio disminuido y esperado con respecto a la
VPC. La prueba t student y chi-cuadrado
de Pearson (X2) fue utilizada para determi-
nar la diferencia de medias y proporciones,

respectivamente.

Resultados

Se evaluaron 122 hombres universitarios

con una edad media de 20,9 (3,4), de acuer-

do con el indice de masa corporal (IMC) la
mayoria se encontraba en normopeso (54,5
%), sin embargo, se identificé un porcen-
taje considerable en exceso de peso (40,5%
en sobrepeso y 4,1% en obesidad). Asi mis-
mo se encontré que él %GC para el grupo
de “otras carreras” se encontraba elevado
de acuerdo con la referencia (20,0-24,9%),
en este mismo grupo se identificé un va-
lor de circunferencia de cintura por encima
del punto de corte (>90 cm) (IDE 2006).
En cuanto al porcentaje de masa muscular
(%MM), los estudiantes de Cultura fisica
presentaron valores por encima del ran-
go (33,3-39,3%.), los demds se observa-
ron en una condicién de “normalidad”. En
cuanto a la VPC, se utilizéd como valor de
referencia el punto de corte 25,2 (dismi-
nuido<25,2>=esperado) el cual fue identifi-
cado como “esperado” en la media del total
de los individuos, un estudio realizado por
Ozakbas, S. et al. (2016) en poblacién sana
de similares caracteristicas y edad a la po-
blacién estudio, encontré valores similares

en relacién con el nivel académico (media

44,3 (6,8)). Tablal.
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Tabla 1. Caracteristicas de las variables antropométricas y VPC de los estudiantes universitarios.

Variable Todos (n=122) Cultura Fisica (n=88) Otras carreras (n=34) Valor p
Edad (afios) 20,9 (3,4) 19,9 (2,7) 23,6 (3,6) <0,002*
Talla (cm) 170,3 (7,3) 169,6 (8,0) 172,2 (4,6) <0,007*
Peso (kg) 71,1 (12,3) 66,2 (9,8) 83,8 (8,2) 0,144
IMC (kg/m2) 24,4 (3,3) 22,9 (2,5) 28,1 (2,1) 0,078
GC (%) 18,9 (7,6) 15,6 (5,7) 27,3 (4,7) 0,205
MG (kg) 14,0 (7,4) 10,5 (4,3) 23,1 (5,7) <0,000*
MLG (kg) 57,1 (7,5) 55,7 (8,1) 60,6 (3,7) <0,000*
MM (kg) 46,3 (12,2) 52,7 (8,4) 31,1 (2,1) <0,000*
MM (%) 66,7 (20,2) 79,17 (7,24) 37,30 (2,45) <0.000*
CC (cm) 81,5 (10,3) 76,7 (6,3) 93,8 (8,2) 0,216
PASAT- total correctas (60)-3" 43,5 (9,5) 43,8 (9,8) 42,9 (8,7) 0,231
Nota: las variables continuas son reportadas en media (DE) y las categéricas como n (%). IMC: Indice de Masa Corporal. GC: Grasa Corporal. MG:
Masa Grasa. MLG: Masa Libre de Grasa. MM: Masa Muscular. CC: Circunferencia de Cintura.

*Diferencias significativas entre grupos p<0,05 (prueba t).

Fuente: Elaboracién propia.

Se observé ademds (Tabla 2.), que la ma-  Fisica tenian un mayor porcentaje de estu-

yoria de la poblacién (84,4%) se encuentra  diantes dentro de lo esperado en compa-

racién con los de otras carreras (94,3% vs

58,8%; X2 = 23,499; p= <0,001).

dentro de lo esperado, sin embargo, cuando
se analizé la VPC de acuerdo con la carre-

ra estudiada se encontré que los de Cultura

Tabla 2. Distribucién de la poblacién segtin VPC - PASAT (60)- 3”.

Categoria Cultura Fisica (n=88) | Otras carreras (n=34)
Disminuido<25,2 19 (15,6) 5(5,7) 14 (41,2)

23,499 <0,001
Esperado>=25,2 103 (84,4) 83 (94,3) 20 (58,8)

Nota: valores expresados en n (%). Chi-cuadrado de Pearson (X2), *valor significativo de p<0,001

Fuente: Elaboracién propia.

VPC y composicion corporal

No se encontraron correlaciones significa—
tivas entre las respuestas correctas del PA-

SAT (60)-3” con ninguna de las variables de

composicién corporal cuando se analizé el
grupo en general. No obstante, cuando se
analizé el grupo en funcién de la carrera, el

PASAT (60)-3” se correlacioné con la edad
en el grupo de Cultura Fisica (r=0,255;
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p=0,017), y se correlacioné de mane-
ra directamente proporcional con el IMC
(r=0,356; p=0,039), el %GC (r=0,430;
p=0,011), la CC (r=0,342; p=0,048) ¢ in-

versamente proporcional con el %MM (r=-
0,379; p=0,03) en el grupo de otras carre-
ras. Tabla 3.

Tabla 3. Correlacién entre la VPC y la composicién corporal, segtn la poblacién.

Carrera PASAT (60)-3" Edad (afos) IMC (kg/m?2) GC (%) MM (kg) MM (%) CC (cm)
Cultura fisica 0,255* 0,040 0,018 0,060 0,039 0,066
Otras carreras -0,156 0,356 0,430* -0,063 -0,379* 0,342*
Todos 0,090 0,048 0,047 0,027 0,089 0,066

Nota: IMC: Indice de Masa Corporal. GC: Grasa Corporal. MG: Masa Grasa. MLG: Masa Libre de Grasa. MM: Masa Muscular. CC:
Cintura. Correlacién de Pearson (r). *Valor significativo para p<0,05

Circunferencia de

Fuente: Elaboracién propia.

De forma un poco contradictoria, se en-
contr6 que aquellos con una VPC dismi-
nuida (<25,2) tenfan una mayor edad (t
student=3,126; P= 0,005), un mayor %GC
(t student=2,262; p=0,025), una mayor
CC (t student=2,173; p=0,032) y un %

MM menor (t student= -5,373; p <0,001)
en comparacién con quienes tenian una
VPC dentro de lo esperado, con respecto al
IMC no se encontraron diferencias (t stu-

dent=1,907; p=0,059). Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas evaluadas segin VPC.

Variable Disminuido <25,2 Esperado >=25,2 t student Valor p

Edad (afios) 23,5 (4,0) 20,4 (3,1) 3,13 0,005**

Peso (kg) 75,5 (11,3) 70,3 (12,3) 1,71 0,089

IMC (kg/m2) 25,7 (3,2) 24,1 (3,3) 1,91 0,059

MG (kg) 17,5 (6,9) 13,3 (7,3) 2,28 0,025*

GC (%) 22,4 (6,7) 18,2 (7,6) 2,26 0,025*

MLG (kg) 58,1 (6,5) 56,9 (7,7) 0,63 0,532

MM (kg) 33,6 (7,2) 48,6 (11,5) -7,09 <0,001**

MM (%) 45,09 (15,0) 70,6 (18,5) -5,37 <0,001**

CC (cm) 86,2 (11,4) 80,6 (9,9) 2,17 0,032*

PASAT (60)-3" 31,4 (7,6) 45,7 (8,0) -7,46 <0,001**

Nota: valores reportados en media (DE). IMC: Indice de Masa Corporal. GC: Grasa Corporal. MG: Masa Grasa. MLG: Masa
Libre de Grasa. MM: Masa Muscular. CC: Circunferencia de Cintura. Diferencias significativas entre grupos *p<0,05; **p<0,01
(prueba t).

Fuente: Elaboracién propia.
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Discusion

Los resultados de la presente investigacién
muestran un mayor porcentaje de masa
muscular y menor grasa corporal en la po-
blacién de la carrera de Cultura fisica con
respecto a los estudiantes de otras carreras,
lo cual puede influir en que el dGltimo gru-
po tenga un mayor porcentaje de personas
con una VPC disminuida (<25,2). Ade-
mds, los resultados obtenidos por los estu-
diantes de Cultura fisica en VPC son supe-
riores a los reportados en universitarios de
medicina de Brasil (Brooks et al., 2011) y
de ciencias sociales, humanas e ingenierias
de Colombia (Lopera, Lubert, Londono y
Martinez, 2019) (33,6 y 35,4 vs 43,8 res-

pectivamente).

Las relaciones halladas en este estudio son
un poco contradictorias entre si, en un
primer momento al analizar el grupo de
manera general no se encuentra ninguna
relacién entre la composicién corporal y la
VPC, sin embargo, cuando se analizaron
los grupos por separado en otras carreras, se
observan relaciones directamente propor-
cionales entre la VPC y el IMC (r=0,356;
p=0,039), %GC (r=0,430; p=0,011), la
CC (r=0,342; p=0,048) e inversamen-
te proporcional con el %MM (r=-0,379;
p=0,03). Esto concuerda con lo reportado
en algunos estudios sobre la relacién entre
las funciones cognitivas como la memoria,
atencién, fluidez verbal, recuerdo tardio
y razonamiento abstracto con el IMC, la
masa grasa y la masa libre de grasa (Noh

estudiantes universitarios. Un estudio transversal

et al., 2017); Wirth, Smoliner, Sieber y
Volker, 2011; Atkinson et al. 2007; Wir-
th, Bauer y Sieber, 2007; Tikhonoff, 2015)
Aunque este tltimo también reportaba que
valores elevados en el indice cintura talla
eran un determinante negativo de aten-
cién y funciones ejecutivas evaluadas con
el MMSE (Mini-Mental Examen del esta-
do) y la prueba de dibujo de reloj CLOX

en mujeres.

No obstante, también se ha senalado que
en seres humanos la obesidad produce
cambios en las vias de sefializacién neuro-
hormonales hipotaldmicas. Por ejemplo,
en el hipocampo del paciente obeso suelen
aparecer cambios metabdlicos que provo-
can el deterioro de éste, junto a alteracio-
nes en el aprendizaje y una pérdida de la
memoria, lo cual puede conllevar a amne-
sias y otras formas de deterioro cognitivo
(Rothman y Mattson, 2009). Ademis, la
mayoria de estos estudios se centraban en
poblacién geridtrica, razén por la cual la
pérdida de peso y un IMC menor se aso-
ciaba con deterioro cognitivo podria expli-
carse a partir de la disminucién de la masa
muscular caracteristica del envejecimiento
y de trastornos como el sindrome de la fra-

gilidad.

Para el estudio, los valores mds elevados de
masa muscular encontrados en el grupo de
rendimiento esperado en comparacién del
disminuido (t student= -5,373; p <0,001),
corroboran la importancia de la masa mus-
cular en funciones como la VPC incluso en

poblacién joven donde no es muy habitual
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la sarcopenia. En esta misma poblacién es-
tudios han reportado una menor cognicién
en quienes tenfan un IMC elevado (Alca-
raz et al., 2015) o una menor condicién
fisica (Cid, Rojas, Godoy, Bahamondes y
Vélez, 2019). Esta ultima, también se ha
relacionado positivamente con la funcién
cognitiva del adulto mayor, en capacidades
como la velocidad de la marcha, el soporte
de silla, el equilibrio permanente. (Rosano
et al., 2004) y la capacidad aerébica (Wang
et al., 2015).

Una mejor condicién fisica podria rela-
cionarse con un mayor rendimiento cog-
nitivo a través de la mejora de procesos
fisiolégicos como un aumento del flujo
sanguineo, un aumento de la vasculariza-
cién, mejor aprovechamiento de glucosa a
nivel cerebral, sinaptogénesis, mayor can-
tidad de neurotransmisores y neurogéne-
sis, procesos que estin regulados por di-
ferentes sustancias como lo son el factor
de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-I),
el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), el factor de crecimiento endo-
telial vascular (VEGF), la testosterona y
la insulina (Cotman & Berchtold, 2002;
Uribe, Guzman, Marambio y Harrington,
2013). Ademds, el ejercicio fisico tanto
de resistencia como combinado en adul-
tos con sobrepeso y obesidad a corto pla-
zo ha demostrado producir mejoras sobre
neurotréfinas como el BDNF y el NT-3
(Dominguez et al., 2018) (Goldfield et al.,
2018) y sobre funciones ejecutivas como la
capacidad de atencién y la inhibicién cog-
nitiva (Quintero et al., 2018).

Con respecto a las asociaciones encontra-
das en esta investigacién, asi como en las
anteriores, no son tan fuertes, esto pro-
bablemente se deba a la complejidad que
implica la cognicién, pues esta se trata de
procesos por los cuales las personas ad-
quieren, almacenan, recuperan y usan el
conocimiento e implican a su vez una serie
de capacidades como la atencién, percep-
cién, memoria, resolucién de problemas,
toma de decisiones y pensamiento en ge-
neral (Rivas, 2008). Los cuales dependen
de multiples factores y estimulos como
los encontrados por (Orrell et al., 2014)
quienes afirman que factores como la dia-
betes mellitus, hiperinsulinemia, sobrepe-
so u obesidad, sindrome metabdlico, nivel
educativo, actividad fisica, estimulacién
cognitiva, estado civil y calidad de la dieta
podrian estar relacionados con el declive
cognitivo antes de los 65 anos.

Respecto a la contradiccién de la evidencia
cientifica actual, se puede observar que in-
dicadores como el IMC y la masa grasa en
términos de salud se comportan de manera
curva, e ir a cualquiera de los dos extre-
mos (malnutricién o sobre nutricién) aca-
rrea problemas en la salud. Ademds, de que
muchos de estos estudios no reportaron los
resultados de la masa muscular, la cual en
nuestro estudio parece ser mds determi-
nante con respecto a la VPC. Lo cual su-
giere que programas de entrenamiento de
fuerza muscular en universitarios podria
ser beneficioso para el desarrollo de fun-
ciones cognitivas, la prevencién de dete-

rioro cognitivo y la mejora del rendimien-
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to cognitivo, ademds, de que constituye
un factor protector frente a indicadores de

riesgo cardiovascular (Zea, Le6n, Botero,
Afanador & Pinzén, 2014).

Dentro de las limitaciones del estudio, se
destaca que, al ser un disefio transversal,
impide hacer inferencias causales entre la
composicién corporal y la funcién cogni-
tiva. Por otro parte, debido al tamafno re-
lativamente pequeno de la muestra y a las
caracteristicas particulares de esta, los resul-
tados pueden no representar bien a la po-
blacién general de jévenes universitarios, la
cual en la actualidad suele caracterizarse por
presentar diferentes factores de riesgo car-
diovascular de manera temprana, también
se sugiere estudiar el comportamiento de

estas variables en poblacién femenina.

Conclusion

Mayores valores de masa muscular y meno-
res de grasa corporal se asociaron con un
mejor rendimiento cognitivo en funciones
como la velocidad de procesamiento, la
atencién y el control inhibitorio en jévenes
universitarios aparentemente saludables, el
mecanismo fisiolégico subyacente no estd
claramente definido. En futuras investiga-
ciones se recomienda ampliar el tamano de
la muestra, incluir a la poblacién femenina
al igual que poblacién universitaria de dife-
rentes dreas y con un perfil cardio metabdli-
co menos saludable, al igual que probar con
disefios experimentales que permitan dilu-

estudiantes universitarios. Un estudio transversal

cidar la interaccién entre la masa muscular
y las funciones cognitivas mediadas por el
sistema nervioso central.
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Abstract

Objective. Identify the approaches and topics published in Nova in the last 5 years and
make a narrative description of them. Methodology. Documentary review and analysis of
the theoretical and empirical contributions produced during the period of the last 5 years of
publication of the NOVA. Results. Two approaches were identified: medical and biological
sciences area and six relevant topics: 1. Infectious diseases and bacterial resistance, 2. Rare
and neurodegenerative diseases, 3. Tropical diseases, 4. Metabolic diseases and prenatal
diagnosis, 5. Cardiovascular and hematological diseases, 6. Biotechnology and water quality.
Conclusions. NOVA Scientific Publication has made important contributions to scientific
dissemination from the health and biological areas, particularly on six topics of relevance

to the country and the world.

Keywords: infectious diseases, bacterial resistance, rare diseases, neurodegenerative

diseases, tropical diseases, metabolic diseases, prenatal diagnosis, cardiovascular diseases,

hematological diseases.

Introduccion

La Revista Nova Publicacién cientifica ha
sido editada desde el ano 2001 de manera
ininterrumpida, y actualmente es coedita-
da por la Universidad Nacional Abierta y
a Distancia-UNAD- y la Universidad Co-
legio Mayor de Cundinamarca -Unicolma-
yor- en Colombia.

La Revista NOVA ISSN 17942470 ha pu-
blicado mds de 400 articulos en ciencias
biomédicas en diferentes temdticas y ha
sido indexada en importantes bases biblio-
grificas en el dmbito mundial.

En el presente articulo se presenta la revi-
sién de los articulos publicados en el pe-
riodo comprendido entre 2014 y 2019 con

el propésito de identificar los enfoques, te-
mdticas, y analizar el alcance, visibilidad e
impacto de la publicacién.

Se revisaron los articulos publicados en este
periodo, se establecieron los enfoques y te-
maticas mas relevantes abordadas. En cada
seccidén, se presenta una introduccién para
contextualizar al lector y se realiza una des-
cripcién narrativa de cada temdtica. Los
resultados obtenidos constituyen insumos
importantes que permitirdn revisar la po-
litica, con el objetivo de trazar lineamien-
tos editoriales mds pertinentes y coherentes
con la dindmica misma de la publicacién,
mejorando la calidad cientifica, editorial y
los niveles de visibilidad e impacto.
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Metodologia

Revision de la literatura:
procedimiento

En esta seccién se describe, paso a paso,
el procedimiento que se llevé a cabo para
identificar los estudios claves que dan linea
a la contribucién cientifica de esta inves-
tigacién. Aqui se describe entonces el pro-
cedimiento de revisién de la literatura para
identificar dichos estudios, la manera como
fueron seleccionados, los resultados alcan-
zados en la revisién, la forma como se revisé
el contenido de los articulos y la revisién
narrativa que se deriva de este proceso.

Especificamente, la revision sistemdtica de
la literatura se llevé a analizando la tota-
lidad de articulos en la Revista NOVA. Se
debe destacar que esta revisién se centrd en
contribuciones tedricas y empiricas pro-
ducidas durante el periodo comprendida
en los Gltimos 5 afnos. La eleccién de este
periodo se fundamenta en que la revisién
de este tiempo permite revisar el enfoque,

el periodo comprendido entre 2014 y 2019

alcances, visibilidad e impacto de la Revista
con el objetivo de trazar lineamientos edi-
toriales mds pertinentes y coherentes con la
dindmica misma de la publicacién.

Resultados

Se identificaron 5 grandes temdticas en el
enfoque de ciencias médicas en los que se
ha especializado la Revista NOVA en los ul-

timos 5 afos:

1. Enfermedades infecciosas y resistencia
bacteriana

2. Enfermedades raras y neurodegenera-
tivas

3. Enfermedades tropicales

4. Enfermedades metabdlicas y diagnds-
tico prenatal

5. Enfermedades cardiovasculares y he-
matolégicas

En la figura 1 se presentan los enfoques
identificados y las herramientas de analisis
mds utilizadas, Figura 1.

Figura 1. Esquema de enfoques temdticos en ciencias médicas y herramientas de andlisis de los articulos publicados en la Revista
NOVA en los tltimos 5 afios.

Enfermedades Infecciosas
Resistencia bacteriana

Enfermedades raras

Bioquimica y microbiologia 1

Herramientas de analisis

Enfermedades metabdlicas

Enfermedades hematologicas

—/—
8 >O Hematologia & inmunologia
L |

Genética y Biologia Molecular

Fuente: Elaboracién propia.
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Por otra parte, en el drea de ciencias biol6-
gicas NOVA se ha enfocado en la temdtica
de biotecnologia y calidad del agua.

Figura 2. Esquema de enfoques temdticos en el drea biolé-
gica de los articulos publicados en la Revista NOVA en los
ultimos 5 afos.

Ciencias Biologicas

Biotecnologia Calidad del agua

Fuente: Elaboracién propia.

Temdticas identificadas del drea médica; a
continuacién se describen cada uno de los
enfoques 5 identificados, iniciando con una
introduccién al tema que busca contextua-
lizar al lector y posteriormente se presenta
una descripcién narrativa de los hallazgos
mds importantes que en dicho contexto se
han publicado en la Revista Nova.

Tema 1. Enfermedades Infecciosas y
Resistencia bacteriana

Los antibiéticos han salvado millones de vi-
das, y ademds han supuesto una revolucién
en la medicina. Sin embargo, una amenaza
creciente deteriora la eficacia de estos far-
macos: la resistencia bacteriana a los anti-
bidticos, que se define como la capacidad
de una bacteria para sobrevivir en concen-

traciones de antibiético que inhiben o ma-

tan a otras de la misma especie(1).

En 2008 se report6 la enzima NDM-1 que
genera resistencia a carbapenémicos. Asi
mismo, se han identificado diversos me-
canismos de resistencia, principalmente a
betalactdmicos y aminoglucésidos. Cuan-
do se presenta la enzima, la posibilidad que
existan genes asociados para la produccién
de resistencias es alta, generando asi que se
presenten mecanismos que evitan la accién
del antibidtico haciendo dificil implemen-
tar un tratamiento efectivo (1)

Asi mismo, durante los dltimos afios se ha
visto un gran avance en la microbiologfa.
Sin embargo, una de las grandes limitacio-
nes a las que se venian enfrentado los mi-
crobidlogos era no poder acceder a la totali-
dad de los microorganismos que habitan el
planeta, gracias al desarrollo de diferentes
disciplinas como la metagenémica se ha lo-
grado tener el acceso a estos microorganis-
mos (2).

La importancia de la metagenémica en la re-
sistencia microbiana radica en que, actual-
mente, solo el 1% de los microorganismos
que habitan el suelo pueden ser estudiados
por técnicas convencionales de microbiolo-
gia, quedando alrededor del 99% de estos
sin estudiar. Al mitigar este gran inconve-
niente, la metagendémica permite el estudio
de la microbiota del suelo en su totalidad
generando nuevo conocimiento e informa-

cién relevante en diferentes campos cienti-

ficos(2).
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Mediante la metagenémica funcional se
ha podido determinar que el suelo puede
ser un posible reservorio de determinantes
de resistencia microbiana, debido a que la
microbiota que alli habita contiene en su
material genético genes de resistencia a an-
tibiéticos que confieren resistencia a un
amplio espectro de antibiéticos utilizados
en terapia humana de forma indiscriminada
y ademds tienen todos los mecanismos de
resistencia conocidos, algunos de estos ge-
nes son generados por presion selectiva ante
diferentes agentes presentes en su medio y
otros son genes constitutivos que cumplen
con funciones significativas en su hébitat.
El gran impacto que tienen estos hallazgos
estd dado en que pueden representar un po-
sible riesgo en salud publica si se adquieren
por los patégenos humanos(1, 2).

Por otra parte, los factores de adhesién son
determinantes de virulencia que se expresan
en microorganismos que tienen la capaci-
dad de formar biopeliculas, contribuyendo
a la gravedad de infecciones intrahospita-
larias. Dentro de estos componentes de la
superficie microbiana que reconocen mo-
léculas de adhesién de matriz conocidas
como MSCRAMMs, se incluyen el factor
de unién a fibronectina A y B, (FnbA y B)
factor de aglutinacién Ay B (CIfA y B) y
factor de unién a fibrinégeno (Fib), que se
han descrito en Staphylococcus aureusy reac-
cionan con proteinas de la matriz extracelu-
lar humana (3).

Pinilla y col, estudiaron la presencia de los
factores de adhesiéon relacionados con la

el periodo comprendido entre 2014 y 2019

formacién de biopelicula en Staphylococ-
cus, para lo cual caracterizaron fenotipica
y genotipicamente 30 aislamientos clini-
cos de Staphylococcus aureus y Staphylococ-
cus epidermidis, provenientes de pacientes
inmunocomprometidos en tres institucio-
nes hospitalarias de Bogotd. La produccién
de biopelicula se determiné mediante rojo
congo y cristal violeta y mediante PCR con-
vencional y multiplex se amplificaron los
genes FnbA y B, ClfAy B y Fib, asi como
los genes del operén ica ADBC(3).

En dicho estudio todos los aislamientos
clinicos fueron positivos genotipica y feno-
tipicamente para la produccién de biopeli-
cula, encontrdndose la presencia del operén
completo en el 88.9%, los factores CIfA y
CIfB en un 70%; Fib en un 60%, FnbB en
un 23% y FnbA en el 17%. En este estudio
se evidencié la presencia de estos factores de
virulencia en S. epidermidis, los cudles hasta
el momento se han reportado Gnicamente
en S. aureus. Este hallazgo es importante ya
que se sugiere la relacién con transferen-
cia horizontal de genes entre estas especies,
siendo el S. epidermidis un importante re-
servorio genético, y un importante pato-
bionte causal de infecciones nosocomiales,
asociado con dispositivos médicos(3). Asi
mismo, se han informado importantes apli-
caciones de la metabolémica en resistencia
bacteriana y en el estudio de la exposicién a

plaguicidas(4).

Por otra parte, técnicas de biologia mole-
cular como PCR multiple en tiempo real y
RT- PCR cobran importancia en el andlisis
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de genes relacionados con resistencia bacte-
riana y son utilizados cada vez mds para el
diagnéstico de virus respiratorios, mostran-
do ser métodos superiores en comparacién
a métodos tradicionales, como cultivo y de-

teccién de antigenos(5).

En dicho contexto, la busqueda de tera-
pias alternativas es fundamental para miti-
gar dichos efectos. Con dicho propésito se
identificaron las plantas con valor de uso
medicinal usadas en la comunidad de San
Basilio de Palenque entre el 2009 y el 2014.
Se registré el uso medicinal de 135 plantas,
de las cuales se identificaron 57 especies y
124 géneros pertenecientes a 58 familias
botdnicas. Lo anterior permitié establecer
la relacién entre la historia social de usos
medicinales que vincula a Africa y América,
as{ como una clasificacién por temperaturas
(frio-caliente) que enlazan directamente el
ciclo de vida de la planta, el territorio y el
cuerpo humano. Los resultados indican una
relacién ser humano-territorio-uso medici-
nal, lo que determina la posologia del trata-
miento y el ciclo vital de la planta(6).

Chlamydia trachomatis

La Revista NOVA ha publicado interesantes
articulos en Chlamydia trachomatis (CT),
una de las causas mds frecuentes de infec-
ciones de transmisién sexual (ITS) y mor-
bilidad reproductiva en el mundo, Incluye
tanto paises desarrollados como en via de
desarrollo, con un reporte alrededor de 92
millones de casos anuales(7).

CT es una bacteria intracelular obligada
cuyo inicio de la infeccién es asintomdtico,
causa infeccién crénica, puede generar in-
feccién persistente y complicaciones como
cidncer de ovario. Las infecciones por CT
son asintomdticas en el 70% de las mujeres
y el 40% de los hombres, lo que dificulta
el diagnéstico en las fases tempranas de la
infeccién y el tratamiento oportuno, lo que
conlleva a un aumento en los contagios en

la poblacién(7).

De acuerdo con la Organizacién Mundial
de la Salud (OMYS), el tratamiento para CT
incluye la utilizacién de antibiéticos tipo
tetraciclinas, macrélidos y fluoroquinolo-
nas. Sin embargo, a pesar de su alta tasa
de eficacia, cada vez son mds recurrentes
las infecciones. Reportes recientes han de-
mostrado resistencia por parte de los cuer-
pos elementales y se ha podido determinar
que los antibidticos disminuyen la pobla-
cién de lactobacillus vaginales beneficiosos,
causando mayores complicaciones en los
pacientes. Basados en estos hallazgos, las
investigaciones actuales se han centrado en
terapias alternativas que reduzcan la activi-
dad antichlamydial y que sean de libre acce-
so, generando el menor dano posible en los
pacientes(8, 9).

CT genera la expresiéon de proteinas tipo
HSP, una de estas proteinas es la HSP60
Clamidial (cHSP60) posee una homologia
del 50% con respecto a la proteina HSP60
humana, la asociacién entre la respuesta
inmune a cHSP60 y secuelas de la infec-
cién por CT generadas por la inflamacién
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crénica, conduce al desarrollo de cancer de
ovario, patologia que segun la OMS es uno
de los cdnceres ginecolégicos mds letales y
ocupa el quinto lugar en muertes por cdncer
entre las mujeres(10).

De esta forma, la presencia de la cHSPG6O0
ocasiona una respuesta de anticuerpos pro-
longada como una fuente de estimulacién
antigénica e inflamacién crénica, ocasio-
nando reactividad cruzada que se asocia al
desarrollo de cidncer de ovario(10)

En dicho contexto, los cultivos celulares se
han convertido en herramientas esenciales
para la investigacién bdsica. La linea celular
HEp-2 (Human Epidermoid Cancer Cells)
es utilizada en estudios de infeccién con
diferentes bacterias, entre ellas Chlamydia
trachomatis (CT), con el fin de determinar
los mecanismos por los cuales este patégeno
sobrevive en la célula huésped. También se
emplea para observar la accién de péptidos
antimicrobianos y de extractos para comba-

tir la infeccién causada por dicha bacteria

(11).

Jutinico y colaboradores realizaron curvas
de crecimiento en la linea celular HEp-2 con
medios DMEM-F12 y MEM. Estandariza-
ron la coloracién con Giemsa y calcularon
el doblaje poblacional con diferentes iné-
culos para evaluar el desarrollo de la linea
celular en cultivo y seleccionaron las condi-
ciones 6ptimas para realizar futuros ensayos
de infeccidn con pardsitos intracelulares, en
particular con CT serovar L2(12).

el periodo comprendido entre 2014 y 2019

Chlamydia trachomatis es capaz de inhibir
la apoptosis de la célula huésped durante su
ciclo de desarrollo, obteniendo un refugio
seguro para su supervivencia. Frente a esti-
mulos como la infeccién de la célula por un
patégeno, la familia de proteinas Bcl-2 re-
gula la apoptosis por medio de la liberacién
del Citocromo C de la mitocondria para
desencadenar la muerte celular programa-
da (MCP). CT utiliza diversos mecanismos
de regulacién antiapoptética para sobrevi-
vir dentro de la célula huésped; dentro de
ellos se observa la secrecién de proteinas
tales como CPAF y CADD, la escisién de
la proteina Bid, el secuestro de Bad y en ge-
neral el bloqueo de proteinas pertenecientes
a la familia Bcl-2 con dominio BH3, que
afectan directamente la via mitocondrial
ocasionando la persistencia, desarrollo y re-

plicacién de CT en la célula huésped(13).

Por otra parte, se evalué la presencia de IgG
contra CT en mujeres entre 18 a 30 afos
con diagnéstico de artritis de la ciudad de
Bogotd D.C. Los resultados obtenidos ha-
cen necesario evaluar el comportamiento de
las pacientes del grupo control con resul-
tados positivos de IgG contra CT que per-
mitirfan observar una posible aparicién de
sintomas relacionados con artritis(14).

Rodriguez y colaboradores optimizaron
una técnica PCR que permitié evaluar la
presencia de CT en hisopados anorrectales
provenientes de hombres. En Colombia se
notifican anualmente mds de 70.000 casos
nuevos de infecciones de transmisién sexual

(ITS), de los cuales se estima que aproxi-
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madamente el 9.3% corresponde a uretritis
entre las que se encuentran las causadas por
CT se procesaron 27 muestras correspon-
dientes a HSH (hombres que tienen sexo
con hombres) voluntarios pertenecientes al
Grupo de Apoyo y Estudio de la Diversidad
Sexual (GAEDS) de una Universidad en
Colombia, en este estudio se identificaron
5 muestras positivas para CT en hombres
sintomdticos y asintomdticos relacionados
con el riesgo de adquirir infeccién por sus

practicas sexuales(15).

Otra de las infecciones zoondticas de inte-
rés identificada dentro del enfoque de en-
fermedades infecciosas es la leptospirosis,
una de las zoonosis mds comunes que cons-
tituye un problema de salud publica, aun-
que se desconoce la prevalencia real de esta
enfermedad. La infeccién es cominmente
transmitida a humanos cuando el agua que
ha sido contaminada por orina animal se
pone en contacto directo con lesiones en la
piel, ojos o por las mucosas. En zonas no
tropicales, los casos de leptospirosis son es-
tacionales, donde la mayoria ocurren entre
agosto y septiembre o entre febrero y mar-

z0(16).

En Colombia, se determiné la seropreva-
lencia de Leptospira spp en estudiantes de
medicina veterinaria y zootecnia en Tunja,
Colombia. La seroprevalencia de Leptospi-
ra fue 25,5%. la edad promedio de los es-
tudiantes fue 26,2 afios. La prevalencia fue
mayor en hombres que en mujeres sin dife-
rencia estadistica. De acuerdo con los resul-

tados se pudo observar que la Leptospirosis

es una enfermedad de gran importanciay de
elevada seropositividad en el departamento
de Boyacd, principalmente en la poblacién
que se encuentra constantemente en riesgo
ocupacional al trabajar con animales(16).

Tema 2. Enfermedades raras y
neurodegenerativas

Las enfermedades raras son enfermedades
con una alta tasa de mortalidad pero de
baja prevalencia. Por lo general, compor-
tan una evolucién crénica muy severa, con
multiples deficiencias motoras, sensoriales
y cognitivas y por lo tanto suelen presen-
tar un alto nivel de complejidad clinica que

dificultan su diagnéstico y reconocimiento.

Para abordar las enfermedades raras es pre-
ciso un planteamiento interdisciplinar, con
esfuerzos especiales que se dirijan a la re-
duccién de la morbilidad, evitar la morta-
lidad prematura, disminuir el grado de dis-
capacidad y mejorar la calidad de vida asi
como el potencial socioeconémico de las
personas afectada.

La Revista Nova presenta interesantes ha-
llazgos; describe el caso de un paciente
masculino de siete meses de edad, evalua-
do por cardiologia a los quince dias de vida
por antecedente de muerte stbita cardiaca
de hermana a los cuatro meses, no se sos-
peché nada pese a consanguinidad de pa-
dres y diagnéstico temprano del pacien-
te de cardiomiopatia. Evoluciona con un
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cuadro clinico de infecciones respiratorias
a repeticién desde los 3 meses (bronquioli-
tis recurrente), falla de medro y cuadro de
neumonia reciente y fallece a los ocho dias
de la consulta con la genetista. Se enfocd al
paciente con un posible diagnéstico de En-
fermedad de Pompe solicitindose enzima
lisosomal alfa-glucosidasa (GAA) en mues-
tra de gota de sangre seca y reporte final de
la secuenciacién genética(17).

Por otra parte, el envejecimiento de la po-
blacién mundial es un proceso sin prece-
dentes en la historia de la humanidad y una
fuente de complejidad para la provisién de
asistencia sanitaria y social desde la perspec-
tiva de salud publica.

El aumento de la longevidad y la supervi-
vencia ha provocado un incremento de la
prevalencia de enfermedades crénicas y
una compresién de la morbilidad en edades
avanzadas. La demencia es un sindrome cli-
nico frecuente a partir de los 65 afos, que
se caracteriza por un deterioro persistente
de las funciones mentales superiores que
provoca una alteracién de la capacidad del
individuo para llevar a cabo las actividades
de la vida diaria en personas que no padecen
alteraciones del nivel de conciencia(18).

En 2015 habia alrededor de 47 millones de
personas con demencia en el mundo y, de
acuerdo con las proyecciones de poblacién,
si la prevalencia de demencia actual se man-
tiene constante, en el ano 2050 habrj alre-
dedor de 130 millones de personas.

el periodo comprendido entre 2014 y 2019

El coste econémico que representa la de-
mencia para la sociedad es muy elevado; se-
gin una estimacién de Alzheimer’s Disease
International, en 2010 el coste global de la
enfermedad ascendia a 604.000 millones de
délares, y en 2015, a 818.000 millones, lo
que representa un incremento en cinco anos

del 35%(18).

Aunque la demencia es una entidad sindré-
mica, existen distintos subtipos de demen-
cia que difieren en su etiologia, forma de
presentacion, curso clinico y trastornos aso-
ciados. La enfermedad de Alzhei-mer (EA),
la demencia vascular y las formas mixtas
de EA con componente de afectacién ce-
rebrovascular representan los subtipos mds
frecuentes. Otras formas de demencias neu-
rodegenerativas, causadas por lesiones cere-
brales o consumo de téxicos entre otras, son
mucho menos frecuentes(18).

La enfermedad de Alzheimer/AD es un

trastorno neurodegenerativo  progresivo
que afecta la memoria y todas las funcio-
nes cognitivas con una edad de inicio tardio
0 precoz, y se presenta con una muy baja
frecuencia por causa genética por alteracién
en el gen de la PPA, PS1 O PS2. El elemen-
to etiolégico mayor conocido es genético,
con multiples factores de susceptibilidad en
interaccién con factores medioambientales.
Las guias de diagnéstico para la AD inclu-
yen evaluaciones psicoldgicas, psiquidtricas
y neuroldgicas con funcién cerebral, y no
incluyen estudios de la funcién visual como
parte del protocolo diagnéstico, siendo

fuerte la evidencia de cambios oculares en
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retina y en algunas funciones visuales que
aparecen aun sin el deterioro cognitivo ca-
racteristico de esta enfermedad.

La AD presenta un proceso neurodegenera-
tivo con deterioro cognitivo, que se presen-
ta en todas las regiones de la corteza cere-
bral, inicidndose en corteza del hipocampo
y amigdala cerebral desde donde progresa a
la circunvolucién para-hipocampal, [6bulos
temporales y frontales.

Varios estudios han demostrado que la AD
presenta alteraciones en memoria, lengua-
je, orientacién visoespacial, acompanada
por cambios estructurales en cerebro y en
la retina al reducir el espesor de las células
ganglionares, de las capas de fibras nervio-
sas y al contener cuerpos de inclusién con
proteina beta amiloide (AX) y demuestran
ademds que el diagnéstico de alteraciones
funcionales por la acumulacién de AX es un
marcador precoz de la AD(19).

Se han utilizado modelos biolégicos para
estudio de enfermedades neurodegenerati-
vas utilizando C. elegans, El nematodo C.
elegans se establecié desde 1960, gracias al
biélogo sudafricano Sydney Brenner, como
un organismo modelo en investigacién. Sus
cualidades bioldgicas permiten mejorar la
visién y comprensién de patologias en los
seres humanos y otros seres pluricelulares;
ademds, sus fenotipos claros y observables
lo convierten en un organismo adecuado
para el estudio bdsico de enfermedades neu-
rodegenerativas, inmunoldgicas y procesos

cancerigenos(20).

Tema 3. Enfermedades tropicales

Las enfermedades tropicales son aquellas
que ocurren Gnicamente, o principalmente,
en los trépicos. En la préctica, la expresién
se refiere a las enfermedades infecciosas que
predominan en climas calientes y himedos,
como el paludismo, la leishmaniasis, la es-
quistosomiasis, la oncocercosis, la filariasis
linfatica, la enfermedad de Chagas, la tripa-
nosomiasis africana y el dengue.

La malaria contintia siendo una de las enfer-
medades que causa mayor morbimortalidad
a nivel mundial. Por esta razén es impor-
tante desarrollar herramientas diagndsticas
eficaces que se implementen como estrate-
gias para el control de la enfermedad.

En Colombia se han realizado importan-
tes estudios con el fin de estandarizar las
condiciones del inmunoensayo enzimdtico
(ELISA), para la deteccién de IgG especifi-
ca contra Plasmodium falciparum en sueros
de pacientes diagnosticados por gota grue-
sa con malaria no complicada, empleando
como antigeno un extracto proteico obteni-
do a partir de cultivo de P falciparum o un
péptido sintético derivado de la proteina de
superficie de merozoito GLURP (del inglés:
glutamate rich protein)(21, 22).

La técnica estandarizada con el péptido sin-
tético permitié observar diferencia signi-
ficativa en el reconocimiento de sueros de
pacientes, controles positivos y negativos
por los antigenos (extracto de proteinas y
péptidos sintéticos) (22).
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Asi mismo, para el fortalecimiento de la
calidad del diagnéstico de malaria en Co-
lombia, se desarrollaron los Programas de
Evaluacién del Desempeno (PED) en los
que participan laboratorios privados y pu-
blicos del pais. Al respecto, se evidencié que
la participacién en el PED se incrementé de
15% en 2015 a 51% en 2016, asi como el
total de ldminas enviadas que en su mayo-
ria cumplian con los criterios establecidos
por el Laboratorio Nacional de referencia
(LNR). En el estudio se evidencia que es
necesario promover una mayor participa-
cién de los LSP en los PED de malaria, y
aumentar la participacién de los laboratorio
privados. Otra de las estrategias que se ha
venido utilizando con importantes resulta-
dos para diagnéstico de malaria, es la téc-

nica amplificaciéon isotérmica mediada por
p P

loop (LAMP) (22).

Por otra parte, la enfermedad de Chagas es
una enfermedad inflamatoria e infecciosa
causada por el pardsito Trypanosoma cruzi,
que se encuentra en las heces de los insectos
triatominos (Reduviidae). La enfermedad
de Chagas es frecuente en América del Sur,
América Central y México. La enfermedad
de Changas puede infectar a cualquier per-
sona. Si no se trata, puede causar problemas
cardiacos y digestivos graves(23).

En Colombia, se determiné la seroprevalencia
de la enfermedad de Chagas en poblacién ge-
neral procedente de tres departamentos de la
Amazonia colombiana: Vaupés, Amazonas y
Guaviare, al analizar variables de riesgo para

la enfermedad se encontré una seroprevalencia
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general de 0,99%, 2,07% para el departamen-
to del Guaviare, 0,79% para el departamento
de Vaupés y 0,09% para el departamento de
Amazonas. Estos resultados permitieron esta-
blecer una linea de base epidemioldgica que
contribuird a las estrategias de control de la en-
fermedad en esta zona (23).

Otros temas relevantes de estudio publica-
do en la Revista NOVA, lo constituyen las
miasis, la fiebre del chikungunya y la enfer-
medad por el virus del zika, que se descri-

ben a continuacién:

Las miasis son infestaciones parasitarias en
humanos y animales causadas por estadios
larvarios de moscas; son de distribucién
mundial y son una enfermedad frecuente
en nuestro medio. En la literatura solo exis-
ten algunos casos reportados; por lo cual, su
verdadera incidencia es dificil de establecer
debido al sub-registro y ausencia de tipifi-
cacién de larvas(24).

En Colombia, se identificd, clasificé y ca-
racteriz6 morfolégicamente las larvas cau-
santes de miasis como base para futuras apli-
caciones e intervenciones en salud publica.
Las especies encontradas son asociadas a di-
ferentes tipos de miasis humana y animal,
entre ellas; Dermatobia hominis, Dermato-
bia cyaniventris, Oestrus ovis, Cochliomyia
hominivorax y Lucilia sp. Las formas mds
comunes de este parasitismo son cavitarias
y forunculares; causadas por Dermatobia
hominisy Cochliomyia hominivorax, sin em-
bargo, éstas no son de reporte obligatorio

ante los servicios médicos humanos(24).

167



168

NOVA. 2021; 19 (36)

Por lo tanto, es indispensable la informa-
cién y capacitacion de profesionales de la
salud para la correcta conservacién, iden-
tificacién y reporte de las larvas extirpadas
en pacientes con miasis, hasta el punto de
ser considerada una préctica de rutina en el
diagnéstico clinico(24).

La fiebre chikungunya (CHIK) es una en-
fermedad virica transmitida por la picadura
de mosquitos hembra infectados, Aedes ae-
gypti y Aedes albopictus, por un virus ARN
del género alfavirus, familia Togaviriade.

En Colombia se identificaron los primeros
casos autdctonos confirmados por el labora-
torio de arbovirus del Instituto Nacional de
Salud en Septiembre de 2014 (semana epi-
demiolégica 37), mediante pruebas de RT-
PCR en pacientes provenientes del corre-
gimiento de San Joaquin del municipio de
Mabhates en el departamento de Bolivar, in-
vestigacién epidemiolégica de campo con-
junta entre del Instituto Nacional de Salud
y la secretaria de Salud Departamental que
permitié la confirmacién de casos desde
Junio de 2014 en muestras negativas para
andlisis de sarampidn, rubeola, en pacientes

procedentes del Valle del Cauca(25).

De la misma forma, en Ocana, Colombia,
se evalu6 el cumplimiento de los criterios
diagnésticos y notificacién de Chikungun-
ya, determinando la calidad del diagndsti-
co, el cual en Ocana es deficiente, en tér-
minos del cumplimiento de los marcadores
de la calidad del proceso de diagnéstico y
notificacién (25).

La enfermedad por el virus de Zika es causa-
da por un virus transmitido principalmente
por mosquitos del género Aedes, que pican
durante el dia. Los sintomas, generalmente
leves y de 2 a 7 dias de duracidn, consisten
en fiebre, erupciones cutdneas, conjuntivi-
tis, dolores musculares y articulares, males-
tar y cefaleas. La mayoria de las personas
infectadas son asintomdticas(26).

La infeccién el virus de Zika durante el em-
barazo puede causar microcefalia y otras
malformaciones congénitas, que consti-
tuyen el sindrome congénito por el virus
de Zika. La infeccién también se asocia a
otras complicaciones del embarazo, como
el parto prematuro y el aborto espontdneo.
La infeccién se asocia en nifios y adultos a
un aumento del riesgo de complicaciones
neurolégicas, como el sindrome de Gui-
llain-Barré, la neuropatia y la mielitis. La
RT-PCR es la técnica mds utilizada para el
diagndstico de la infeccién por el virus Zika
al ser la més estandarizada y presentar una
alta sensibilidad y especificidad, sin embar-
go se sigue trabajando sobre otras técnicas
que garanticen la deteccién oportuna del
virus, usando diferentes genes como el gen
E, NS5, NS1, NS2B NS3, NS§S4B y CPREM

principalmente en suero y orina (26).

Tema 4. Enfermedades metabdlicas y
Diagnostico Prenatal

El diagnéstico prenatal es el conjunto de
pruebas diagnésticas que se llevan a cabo

durante el embarazo para intentar identi-
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ficar la presencia de posibles defectos con-
génitos en el feto o bien factores de riesgo
maternos que pueden requerir controles es-
trictos a lo largo de la gestacidn.

Por otra parte, Los trastornos metabdlicos
hereditarios hacen referencia a distintos ti-
pos de trastornos médicos que se producen
por anomalias genéticas (que, por lo ge-
neral, se heredan de ambos padres) y que
interfieren con el metabolismo del cuerpo.
Estos trastornos también se conocen como

errores innatos del metabolismo.

Cuando los procesos quimicos no funcio-
nan de forma adecuada a causa de una de-
ficiencia hormonal o de enzimas, ocurre un
trastorno metabdlico. Los trastornos meta-
bélicos hereditarios se clasifican en distin-
tas categorias, segin la sustancia especifica
y teniendo en cuenta si se acumula en canti-
dades perjudiciales (ya que no se puede des-
componer), si es muy baja o si estd ausente.

Existen cientos de trastornos metabdlicos
hereditarios que se producen por distin-
tas anomalias genéticas. estos son algunos
ejemplos: hipercolesterolemia familiar, en-
fermedad de Gaucher, sindrome de Hunter,
enfermedad de Krabbe, enfermedad de la
orina con olor a jarabe de arce, leucodistro-
fia metacromdtica, encefalopatia mitocon-
drial, acidosis lactica, episodios similares
al accidente cerebrovascular (melas, Nie-
mann-pick, fenilcetonuria (pku), porfiria,
enfermedad de Tay-Sachs, enfermedad de
Wilson).

el periodo comprendido entre 2014 y 2019

Algunos trastornos metabdlicos se pueden
diagnosticar a través de andlisis de detec-
cién de rutina que se hace al momento del
nacimiento. Otros solamente se identifican
cuando el nino o el adulto presentan los
sintomas del trastorno.

El tratamiento de un trastorno metabdlico
hereditario depende de su tipo y gravedad.
Dado que existen muchos tipos de trastor-
nos metabdlicos hereditarios, las recomen-
daciones de tratamiento varian de forma
considerable, desde restricciones en la dieta

hasta trasplantes de higado.

Bermudez y colaboradores, proponen una
estrategia para la vigilancia por laboratorio
de las enfermedades metabdlicas, crénicas
no transmisibles (ECNT), realizando un
estudio analitico, retrospectivo, con resul-
tados de tamiz metabdlico en 5241 recién
nacidos, en los afos 2014 y 2015, median-
te Espectrometria de masas en Tdndem, en
un sistema TQD-Waters, kit Neobase™ para
determinacién de moléculas pequenas en
sangre, concluyendo, que es posible utilizar
los datos de laboratorio para monitorear la
variacién de un analito, con el fin de apli-
carlo para la vigilancia en salud publica de

las ECNT(27).

Asi mismo, en el Instituto de Medicina
Fetal y Genética Humana de Sao Paulo se
ofrece diagnéstico prenatal a las gestantes
que tienen un riesgo aumentado para ano-
malias cromosémicas, diferentes técnicas,
entre ellas, la Biopsia de Vellosidad Corial
Transabdominal (BVCTA) y la Amniocen-
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tesis Precoz (AP). El objetivo del estudio
publicado en la Revista NOVA fué realizar
una comparacién de la frecuencia de pérdi-
das fetales y anomalias congénitas presenta-
das en cada uno de los procedimientos, am-
bos realizados por los mismos operadores,
en la misma edad gestacional (12-14 6/7 se-
manas) y bajo un abordaje transabdominal.
Fueron analizadas retrospectivamente 432
AP y 418 BVCTA, concluyendo que no se
encontraron diferencias significativas en-
tre los dos procedimientos al comparar las
frecuencias de pérdidas en cada semana de
gestacion. Sin embargo, sangrado y pérdida
de liquido amnidtico fueron més frecuentes
en AP que en la BVCTA, la incidencia de
prematuridad y bajo peso al nacimiento no
difirié significativamente entre los dos pro-
cedimientos (28)

Por otra parte, la mayor frecuencia de pro-
blemas respiratorios registrada en AP no fue
significativa en comparacién con BVCTA.
No se observé diferencia significativa en la
incidencia de anomalias mudsculo-esqueléti-
cas. Concluyendo que la amniocentesis des-
pués de catorce semanas presenta un bajo
riesgo de pérdida fetal o anomalias congéni-

tas. La BVCTA, debe ser realizada alrededor

de la semana doce de gestacién(28).

Tema 5. Enfermedades
cardiovasculares y hematologicas

Las enfermedades cardiovasculares son un
conjunto de trastornos del corazén y de los

vasos sanguineos. Se clasifican en: hiperten-

sién arterial (presién alta), cardiopatia co-
ronaria (infarto de miocardio), enfermedad
(apoplejia),

vascular periférica, insuficiencia cardiaca,

cerebrovascular enfermedad
cardiopatia reumdtica, cardiopatia congéni-
ta, miocardiopatias.

cardiovasculares

Las enfermedades

la principal causa de defuncién en todo

son

el mundo. Cada ano mueren mds perso-
nas por alguna de estas enfermedades que
por cualquier otra causa. Se calcula que en
2012 murieron 17,5 millones de personas
por enfermedades cardiovasculares, lo cual
representa el 30% de las defunciones regis-
tradas en el mundo. De esas defunciones,
aproximadamente 7,4 millones se debieron
a cardiopatias coronarias, y 6,7 millones a

accidentes cerebrovasculares(29).

Las enfermedades cardiovasculares afectan
en mucha mayor medida a los paises de in-
gresos bajos y medios: mds del 80% de las
defunciones por esta causa se producen en
esos paises y afectan casi por igual a hom-
bres y mujeres. Se espera que en el 2030,
casi 23,6 millones de personas morirdn por
alguna enfermedad cardiovascular, prin-
cipalmente por cardiopatias y accidentes
cerebrovasculares. Se prevé que estas enfer-
medades sigan siendo la principal causa de
muerte(29).

Almonacid y colaboradores, identificaron
factores de riesgo cardiovascular en estu-
diantes de tres universidades en Bogotd,
con edades comprendidas entre los 16 a 29
anos, a quienes se les realizaron exdmenes



Ostos et al. Andlisis de las tematicas y enfoques de los articulos publicados en la Revista NOVA en

clinicos y paraclinicos y se les aplicé una
encuesta de factores de riesgo. En total se
estudiaron 747 estudiantes, encontrando
que la prevalencia mds alta de factores de
riesgo estuvo dada por el consumo de alco-
hol (96.1%), que mostré ademds relacién
con el aumento de tensién arterial, el se-
dentarismo se asocié con el aumento de la
tensién arterial sistélica. De igual manera
se encontrd asociacion entre la presencia de
hipertrigliceridemia y el incremento en los
niveles de glucosa. Los resultados de este
estudio indican que los estudiantes univer-
sitarios en Bogotd, tienen como factores de
riesgo preponderantes de enfermedad car-
diovascular el consumo de alcohol, el taba-
quismo y el sedentarismo(30).

Asi mismo, Gonzdlez y colaboradores eva-
luaron los niveles de homocisteina total
(tHcy) y su asociacidn con otros factores de
riesgo cardiovascular (FRCV) en 50 ninos
de 6 a 12 anos de educacién bdsica prima-
ria, seleccionados mediante muestreo no
probabilistico por conveniencia. Se cuanti-
ficaron niveles de tHcy, lipidos y glucosa, se
midié presién arterial y se tomaron medi-
das antropométricas. Los estilos de vida se
determinaron con formatos validados y se
establecié el punto de corte para diagnosti-
car hiperhomocisteinemia (HHcy) en la po-
blacién. En este estudio se encontré que las
nifias presentaron concentraciones mayores
de triglicéridos y c-VLDL que los nifos. Del
grupo con HHcy el 20% estaba en sobre-
peso, 40% presentaba hipertensién, 20%
expres6 ¢c-HDL disminuido, 62% tenia un
consumo bajo de carne y 80% alta ingesta
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de hamburguesas, papas fritas y refrescos.
Se concluyé que aunque la HHcy no estuvo
asociada con otros FRCYV, es necesario im-
plementar programas que permitan modifi-
car estilos de vida inadecuados(31).

Bohorquez y colaboradores, determinaron
la presencia de anemias ferropénicas aso-
ciadas a hemoglobinopatias en afrodescen-
dientes adultos colombianos. La poblacién,
present6 anemia en la poblacién femenina
28.6% y la masculina en el 16.0%. Se ob-
servo que el 9.7% de la poblacién en estu-
dio, presenta hemoglobina y ferritina baja,
relacionado con anemia por deficiencia de
hierro y el 13.6 % presenta una deficiencia
subclinica de hierro al presentar deficiencia
de hierro sin anemia. Con respecto a los re-
sultados de electroforesis de hemoglobina,
el 13.6% se evidenci6é con hemoglobina A2
aumentada, con posible asociacién a talase-
mias o hemoglobinopatia C, el 0.98% con
hemoglobina S, el 0.98% con rasgo de he-
moglobina S y el 84.5% con hemoglobina
A. E1 0.97% de la poblacién presenta ferri-
tina baja con hemoglobina A2 aumentada,
mostrando deficiencia de hierro asociada
con posible hemoglobina C o talasemia y
el 0.97% de la poblacién estudiada presen-
t6 ferritina baja con hemoglobina S. Otro
hallazgo importante fué la presencia de va-
lores bajos de ferritina en el 17.8 % de las
mujeres y el 4.95% en hombres (32).

Asi mismo, Castillo y colaboradores de-
terminaron la presencia del sindrome ané-
mico en comunidades indigenas muiscas,

en hombres y mujeres entre 18 y 50 anos,
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identificando niveles de ferritina bajos en
un 35.7% en mujeres y 40% en hombres, lo
que sugiere deficiencia de hierro. El 4.2%
de las mujeres y el 10% de los hombres pre-
sentan anemia. Adicionalmente se identifi-
c6 la presencia de deficiencia subclinica de
hierro en un 34.3% en mujeres y el 30%en
hombres, con una alta probabilidad de de-
sarrollar anemia ferropénica si no se realiza
el tratamiento adecuado(33, 34).

Rodriguez y colaboradores desarrollaron
una nueva metodologia para caracterizar la
estructura del eritrocito normal mediante el
espacio ocupado por el anillo del eritroci-
to normal caracterizado con el método de
Box Counting. Se determiné que los espa-
cios ocupados por la regién del disco con
la rejilla Kp variaron entre 47 y 56, la re-
gién del centro del eritrocito, varié entre
9 y 14. La dimensién fractal de estas dos
regiones varié entre 0,941 y 1,115 para el
disco, entre 0,652 y 1,222 para el centro. El
estudio permitié concluir que la estructura
del eritrocito normal puede ser caracteriza-
da mediante el espacio ocupado por cada
una de las regiones del eritrocito a partir de
la geometria fractal(34).

Por otra parte, Silva y colaboradores iden-
tificaron las variables de conducta de enfer-
medad en una muestra de pacientes colom-
bianos con Hemofilia A. Se evaluaron 27
sujetos con diagndstico de Hemofilia A con
un rango de edad entre 19 y 55 afos. En
conclusién se hallaron asociaciones signifi-
cativas entre el dolor crénico y las variables

relacionadas a inestabilidad emocional, asi

como correlaciones positivas con resultados
de investigaciones previas sobre la caracte-
rizacién de la poblacién con hemofilia(35,

36).

Finalmente, en el andlisis realizado se iden-
tific6 como temdtica relacionada con las
ciencias bioldgicas de interés para la Revis-
ta Nova: Biotecnologia y calidad del agua,
los hallazgos publicados mas importantes se
presentan a continuacion:

Tema 6. Biotecnologia y calidad del
agua

La biorremediacién se define como el em-
pleo de organismos vivos para eliminar o
neutralizar contaminantes del suelo o del
agua. En los procesos de biorremediacién
generalmente se emplean mezclas de mi-
croorganismos, aunque algunos se basan en
la introduccién de cepas definidas de bacte-
rias y hongos(37).

Bedoya y col, evaluaron la capacidad bio-
rremediadora de algunas especies de hon-
gos filamentosos en suelos contaminados
con petréleo crudo. Aislaron 138 cepas a
partir de 90 cultivos primarios en muestras
de suelos obtenidas en los municipios co-
lombianos de Yondé (Antioquia), Acacias
(Meta) y Tumaco (Narino), identificaron
las especies por medio de claves taxonémi-
cas y la amplificacién por PCR de la regién
ITS ubicdndose en siete géneros de hon-
gos filamentosos. Del total de las especies

se escogieron tres para el experimento que
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fueron: Neosartorya sp. Cepa A/N-1, As-
pergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp.
Cepa 1A/R-1; se realizé la micorremedia-
cién con la técnica de Landfarming modifi-
cado al disefarse un microcosmos con 50g
de suelo contaminado con petréleo crudo
°API de 21.6 a concentraciones de 20.000
ppm y 30.000ppm para cada una de las es-
pecies en un inéculo de 300 conidios/ml
en agua destilada, ajustado en cdmara de
Neubauer y las tres especies en consorcio en
suelo contaminado con petréleo crudo®API
de 21.6 a concentraciones de 40.000ppm,
60.000ppm, 80.000ppm y 100.000ppm
con un in6culo de 300 conidios/ml. Se va-
loré el proceso por espectofotometria. Ade-
mds, se establecieron las enzimas empleadas
en la micorremediacién y la citotoxicidad

de las cepas empleadas(37).

Como resultados, la micorremediacién rea-
lizada por las especies individuales fue en
promedio entre 2 y 6 dias y cuando se apli-
caron las tres especies en consorcio se rea-
liz6 en un promedio entre 6 y 10 dias, la
enzima empleada fue peroxidasa y la cito-
toxicidad fue negativa(38).

Asi mismo, Boada y col evaluaron la po-
tencial actividad degradadora de la cepa
comercial Pleurotus ostreatus sobre petréleo
crudo como unica fuente de carbono, obte-
niendo un mdximo de biomasa 45mg para
0,5% de 39mg para 1%. Esto sugiere que el
hongo sufre una adaptacidn fisiolégica para
utilizar el petréleo crudo para su crecimien-

to(39).

el periodo comprendido entre 2014 y 2019

Castaneda y col, evaluaron la actividad ce-
lulolitica y quitinolitica de los hongos ais-
lados de rizésfera de papa con posibilidades
de ser usados para el control biolégico de R.
solani. Determinando que todas las cepas
presentaron antagonismo in vitro. El Baci-
llus subtilis fue la especie que demostré ma-
yor capacidad antagénica (79,73%PICR)
y las caracteristicas mds destacadas de esta
cepa fueron su velocidad de crecimiento

(1).

Por otra parte, se identificé y evalué la ca-
pacidad antimicrobiana de los metabolitos
aislados a partir del proceso de fermenta-
cién en una cepa de Mucor circinelloides.
Los resultados arrojados por la técnica de
gases acoplado a masas CG-EM confirman
la importancia de Mucor circinelloides en la
produccién de 4cidos grasos insaturados.
A partir del micelio se obtuvo un esterol,
compuesto M.cB3. La fraccién CHCI3 en
biomasa mostré actividad inhibitoria para
los microorganismos Gram positivos(40).

Asi mismo, Corrales y col, realizaron una
revisiéon sobre las caracteristicas de las fi-
tasas y nitrogenasas de Bacillus spp. y sus
opciones de uso como alternativa bioferti-
lizante, dentro de los principales hallazgos
se destacan: el género Bacillus es secretor
de proteinas y metabolitos eficientes para
el control de plagas y enfermedades, pro-
mueve el crecimiento vegetal a través de la
solubilizacién de fésforo y la produccién de
reguladores de crecimiento como el 4cido
indol acético; asi mismo participa en la fi-

jacién de nitrégeno cuando hace parte de
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consorcios microbianos. Como biofertili-
zante es una opcién amigable para el suelo
y el ambiente que da respuesta a la necesi-
dad de implementar la agricultura sosteni-

ble(41).

Gonzales y colaboradores, presentan una
revisién de las tecnologias desarrolladas a
nivel mundial enfocadas al ahorro del agua
en el cultivo de arroz en condiciones aer4-
bicas y anaerébicas. Esta investigacién es
importante debido a que el uso eficiente
del agua determina el futuro del cultivo
de arroz en Colombia frente a los tratados
de libre comercio, ya que es un factor que
condiciona el 4rea sembrada, el rendimien-
to de la cosecha y los costos de produccién,
ademds de su sostenibilidad en el tiempo.
En el articulo, se destacan para Colombia
aspectos importantes para la construccién
de la agenda de investigacién y la apropia-
cién social de las tecnologifas alternativas
con miras a la optimizacién del recurso hi-
drico en el cultivo de arroz; se recomienda
priorizar el arroz aerébico y la medicién
efectiva del consumo de agua, indispensa-
ble para controlar su uso, planear, dirigir y
entender cdmo estas tecnologias alternati-
vas conducen a la recuperacién de la inver-

sion de los agricultores y a la rentabilidad
del cultivo(42).

Por otra parte, Nifo y col, analizan la as-
taxantina de origen natural como uno de
los pigmentos carotenoides con importan-
tes aplicaciones en la industria alimenti-
cia, farmacéutica y cosmética, debido a sus

grandes propiedades dentro de las que se

destaca su gran poder antioxidante, efec-
to preventivo del cdncer, potenciador de
la respuesta inmune, inhibidor de los ra-
dicales libres entre muchas otras. Haema-
tococcus pluvialis es una microalga verde de
agua dulce y es una de las fuentes natura-
les con mayor produccién de astaxantina
ya que es capaz de acumular hasta un 3%
de astaxantina en peso seco. Los autores
determinan el medio de cultivo y las con-
diciones 6ptimas para el crecimiento y la
produccién de astaxantina a partir de Hae-
matococcus pluvialis (43).

Ordofez y colaboradores analizan el uso de
la coloracién Tinta China como alternati-
va para visualizar cambios a nivel de matriz
y pared celular, en células vivas adheridas
en cultivo, antes y después de la exposicién
a una sustancia toxica. Los investigadores
encuentran que la tinta china es til en la
visualizacién nitida de las células CTMO
y de los efectos producidos por el glicoal-
caloide A-solanina en células adheridas en
cultivo. Es un método sencillo que aporta
al entendimiento del efecto que diversas
sustancias producen en las CTMO en cul-

tivo(44).

Rodriguez y colaboradores evaltian la ac-
tividad antimicrobiana de los extractos de
las plantas Bauhinia sp., Sambucus nigra,
Eichhornia crassipes 'y Taraxacum officinale
frente a patédgenos de importancia clini-
ca. Los microorganismos utilizados fueron
Enterococcus faecium resistente a vancomi-
cina, Streptococcus pneuwmoniae, Klebsiella

pneumoniae con presencia de KPC, Pro-
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videncia rettgeri con presencia de ESBLs,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloa-
cae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
B-lisina y Candida albicans, concluyendo
que los extractos vegetales son una alterna-
tiva de tratamiento para infecciones noso-
comiales(9).

Asi mismo, Botello y colaboradores eva-
ltan la capacidad de inmovilizacién mi-
crobiana de algunos polimeros sintéticos,
y establecen su desempefio durante la par-
tida y operacién de un reactor bioldgico
hibrido (RBH), aplicado al tratamiento de
aguas residuales domésticas. Se encontré
que los polimeros que presentaron mayor
capacidad de inmovilizacién fueron: BD
(2,2x107 UFCg-1) y EPU (4,6x107 UFCg-
1). El RBH, sometido a una carga orgdni-
ca volumétrica de 2,7 Kg DQO m-3d-1,
presenté estabilidad operativa en todos los
tratamientos evaluados, alcanzando una
remocién de materia orgdnica de 78% y
94%, al emplear BD y EPU como soportes

de inmovilizacién, respectivamente(45).

Campuzano y col, analizan la presencia
de bacterias formadoras de biopeliculas en
las mangueras de la jeringa triple y de la
pieza de mano que distribuyen el agua a
las unidades dentales, encontrando que el
84% de muestras eran positivas para cocos
Gram positivos, mientras que el 8% de las
muestras presentaban aislamientos de ba-
cilos Gram negativos: E coli y P aeruginosa.
La flora Gram positiva estuvo representada

por Staphylococcus hominis'y Staphylococcus
epidermidis (46)

el periodo comprendido entre 2014 y 2019

Por otra parte, se determiné la calidad mi-
crobiolégica del agua usada en las unida-
des odontolégicas de una clinica universi-
taria en Bogotd, mediante los indicadores
microbiolégicos coliformes totales, Esche-
richia coli, Enterococcus y Pseudomonas. Se
determiné que el agua no cumple con la
Resolucién 2115 de 2007 que reglamen-
ta las normas del agua apta para consumo
humano. Se aislaron bacterias importan-
tes como Shigella sp. (microorganismo
productor de la disenteria e indicador de
contaminacién fecal), Klebsiella y Pseudo-
monas. Se sugiere implementar medidas
correctivas y/o preventivas para minimizar
la contaminacién y mejorar la calidad del

agua usada en estas unidades odontolégi-

cas(46).

De la misma forma, Estupifian y colabora-
dores analizan la calidad del agua de pisci-
nas publicas de Bogotd mediante el recuen-
to de Pseudomonas sp. y Aeromonas sp.,
encontrando que el 100% de las piscinas
analizadas presentan recuentos de Pseudo-
monas sp. por encima de lo contemplado
en la Resolucién 1618 de 2010 (Colom-
bia) y el 63% de las piscinas presentaron
recuentos de Aeromonas sp(47).

Corrales y col. Identifican microorganis-
mos fitopatégenos presentes en las aguas
utilizadas para riego en la cuenca media
del rio Bogotd. El agua de riego analizada
contenia bacterias como: E.coli, P vulgaris,
A. wurinae, E. cloacae, B.cereus, S. marces-
cens, B. brevis, y en cuanto a los hongos se

encontraron: Aspergillus fumigatus, Asper-
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gillus flavus., Mucor sp., Rhizopus sp., Peni-
cillium sp. y Fusarium sp. La presencia de
estos potenciales fitopatégenos en el agua
indican un alto riesgo de contaminacién y
dispersién de éstos en los cultivos(48).

Fajardo y colaboradores, determinaron la
calidad microbiolégica y fisicoquimica del
agua de un barrio marginal de Bogotd. Se
evidencié que la calidad de agua que con-
sumen los habitantes del barrio cumple con
todos los pardmetros de potabilidad exi-
gidos el Ministerio de Salud y Proteccién

Social, de Ambiente y Desarrollo Territorial
en la Resolucién 2115 de 2007(49).

Roay colaboradores evaltian la actividad an-
tibacteriana y antioxidante de las partes aé-
reas de Baccharis revoluta. A los extractos de
hojas, tallos y flores de diferente polaridad
se les determind la actividad antibacteriana
frente a los microorganismos Staphylococ-
cus aureus Gram (+), Klebsiella pneumoniae
Gram (-) y Escherichia coli Gram (-), uti-
lizando el método de difusién en gel por
perforacién en placa y se le evalué la acti-
vidad antioxidante por el método DPPH.
Las pruebas de eficacia antimicrobiana ex-
hibieron inhibicién significativa de los ex-
tractos. Ademds, se determind la concen-
tracién critica, que representa una medida
de la susceptibilidad del microorganismo,
y los extractos presentaron mayor actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus
que a Klebsiella pneumoniae y Escherichia
coli. Los extractos etandlicos presentaron
una actividad antioxidante representativa,

con una IC50 y actividad antioxidante re-

lativa de 7,2% y 43.64%, para el extracto
etandlico de hojas, 6,95% y 45.57% para el
extracto etandlico de tallos y 7,1% y 44.16
% para el extracto etandlico de flores, lo
que nos determina una gran potencialidad
de estos extractos etandlicos(50).
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NOVA Publicacién Cientifica
en Ciencias Biomédicas



Politicas del editorial

Enfoque y alcance.

NOVA es una publicacién cientifica de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
(Colombia), cuyo fin primordial consiste en la difusién de trabajos originales que
contribuyen a ampliar los conocimientos en las ciencias biomédicas. Todo material
propuesto para publicacién en NOVA es revisado por el Comité Editorial y enviado para
evaluacién externa a dos evaluadores o pares cientificos. El editor informa a los autores
sobre la recepcién de los trabajos, sobre los comentarios de los evaluadores y sobre la
decisién final que se tome para su publicacién. La revista NOVA se reserva el derecho de
aceptar o rechazar los articulos y podrd hacer sugerencias o cambios que tiendan a mejorar
su presentacion.

Los originales de los articulos permanecerdn en los archivos de la revista hasta por un ano.
El autor principal recibird, libre de costo, 3 ejemplares de la revista.

NOVA — Publicacién Cientifica en Ciencias Biomédicas estd Indexada en:

Indice Latinoamericano — LILACS, de la Plataforma BIREME; Indice Mexicano de Revistas
Biomédicas Latinoamericanas -IMBIOMED; Red de Revistas Cientificas de América
Latina y el Caribe, Espana y Portugal — REDALYC; Base de Datos de Revistas Accesibles
en Formato Electrénico -FARO de la Universidad y EBSCO Information Services.

Proceso de revision por pares.

El proceso de evaluacién de un manuscrito consta de una preseleccion y revisién general
por el comité editorial seguida de una evaluacién doble ciega solicitada a pares especialistas
en la materia. Una vez realizada la evaluacién por parte del par académico, los autores
recibirdn el concepto de Aprobado, Aprobado con modificaciones menores, Aprobado
con modificaciones mayores 6 No aprobado. En aquellos casos en que el manuscrito sea
aprobado con modificaciones el autor recibird también las sugerencias y comentarios
realizados por los evaluadores. Los autores contardn mdximo con un mes de plazo a partir
de la entrega de las evaluaciones, para hacer los ajustes del caso y enviar la versién corregida
del manuscrito de nuevo al editor de la revista, acompanada de una carta explicativa
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detallada de los ajustes incorporados. El comité editorial verificard la incorporacién de los
cambios al manuscrito y si lo considera pertinente la enviard de nuevo al par evaluador
para su concepto. La decisién final sobre la publicacién del manuscrito estard sujeta a la
conformidad del par académico y del comité editorial con respecto a la inclusién de las
modificaciones solicitadas al autor. En caso de ser aceptado el manuscrito para publicacién
los autores deberdn firmar una declaracién de originalidad y una autorizacién de los
derechos de publicacién y reproduccién del mismo y de la inclusién en bases de datos,
pdginas web, o pdginas electrénicas, nacionales o internacionales.

Frecuencia de publicacion.

La Revista NOVA es publicada dos veces al afo a partir del 2005.

Politica de acceso abierto.

Esta revista proporciona un acceso abierto a su contenido, basado en el principio de que
ofrecer al ptblico un acceso libre a las investigaciones ayuda a un mayor intercambio global
del conocimiento.

Directrices para autores/as

La revista NOVA, que es una publicacién de acceso abierto sin ningdn tipo de costo para
someter y visualizar articulos, publicard las siguientes categorias de trabajos:

Articulo original: es un trabajo inédito derivado de una investigacién biomédica que
aporta informacién nueva sobre aspectos especificos y contribuye de manera relevante
al conocimiento cientifico. La estructura generalmente utilizada contiene cuatro apartes
importantes: introduccién, metodologia, resultados y discusién.

Articulo de revision: Estudio y andlisis critico de la literatura reciente y pertinente a un
tépico especial mds los puntos de vista del autor al tema (de modo impersonal). Consiste
en un «estado del arte» del tema propuesto, e incluye dos categorias de manuscritos:

A. solicitado directamente por el Comité Editorial a personas expertas en el tema,

B. ofrecido por profesionales interesados en un tépico particular, caso en el cual deben

observar las siguientes recomendaciones:



i) Enviar carta de solicitud en la que se indique por qué el tema escogido es pertinente
para los lectores de Nova;

ii) Proporcionar una breve descripcién de los apartes que serian cubiertos, asf
como algunas referencias claves; ademds, indicar su probable extensién y el nimero
aproximado de ilustraciones;

iii) Si la revisién se acepta para enviarla a evaluacién, debe incluir, preferiblemente,
un resumen con énfasis en el significado de los hallazgos recientes, una corta
introduccion al tema, senalando hitos pasados y desarrollos presentes, asi como otros
encabezamientos en el texto, con el objeto de hacer mds provechosa su lectura. El
desarrollo del tema queda a discrecién del autor pero se aconseja que incluya tablas y
figuras que hagan 4gil el texto y ofrezcan una comprensién mds ripida de su contenido.

Guia académica: es un trabajo enmarcado dentro delos procesos de investigacién formativa,
proyeccién social y/o procesos pedagdgicos de interés para la comunidad universitaria
desarrollados en las instituciones de educacién superior, sobre un tema especifico, con la
participacién de docentes y estudiantes.

Comunicacién breve: cs el informe de resultados parciales o finales de una investigacién
cuya divulgacién rdpida es de importancia. Nota: es un trabajo de 1.000 palabras méximo,
con un numero de figuras y tablas no mayor de 2 y cuyo resumen no debe pasar de 100
palabras. Los métodos, resultados y discusién se presentan agrupados en una tnica seccién.

Nota técnica: es un escrito breve, en el que se describe en detalle una técnica de laboratorio
novedosa o modificaciones realizadas a una técnica ya establecida, enfatizando las ventajas

que tiene el procedimiento o la innovacién desarrollados.

Ensayo: es un escrito breve, filoséfico, literario o cientifico, que presenta la opinién
sustentada del autor sobre un tema especifico.

Cartas al editor: los lectores solicitan aclaraciones o presentan comentarios sobre cualquier
material publicado en la revista. Asi como posiciones criticas analiticas o interpretativas
sobre los documentos publicados en la revista, que a juicio del Comité editorial constituyen
un aporte importante a la discusién del tema por parte de la comunidad cientifica de
referencia.

Comentarios bibliogrdficos: son escritos breves, criticos, sobre libros de biomedicina.

183



184

NOVA. 2021; 19 (36)

Preparacion del manuscrito

Cinase a las indicaciones publicadas por el International Committee of Medical Journal
Editors, uniform requirements for Manuscripts submitted to biomedical journals. ]
pharmacol pharmacother. 2010; 1(1): 42-58 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/
PMC3142758/)

La versi6on en castellano se puede consultar en la revista Acta Médica Colombiana (Acta Med
Colomb 1997; 22:199-211)o0 en http://www.actamedica.es/. Cada una de las secciones del
manuscrito debe aparecer en una nueva pagina en el siguiente orden: portadilla, resumen,
texto, agradecimientos, referencias, cuadros, pies de figuras y tablas.

Portadilla: ademis del titulo del trabajo y del titulo corto para los encabezamientos de las
pédginas, debe contener los nombres completos de los autores, su afiliacién institucional y
el nombre de la institucién en donde se llevé acabo el trabajo. También se debe anotar el
nombre del autor responsable de la correspondencia con su direccién completa, nimero
telefénico, fax y direccién electrénica.

Resvimenes y palabras clave: el trabajo debe tener resumen en espafiol y en inglés, cada
uno de 250 palabras como mdximo. Evite el uso de referencias en los resimenes. Para la
seccién de las 6 palabras claves en espafiol, consulte los descriptores de Ciencias de la Salud
(DeCS) del Indice de Literatura Latinoamericana y del Caribe en Ciencias de la Salud
(LILACS) en la dltima versién publicada en disco compacto o en http://decs.bvs.br; para
la seccién de las 6 palabras clave en inglés, consulte los Medical Subject Headings (MeSH)
del Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov/mesh/).

Texto: todo el documento, incluso la pdgina del titulo, los resimenes, las referencias, los
cuadros y los pies de figuras, debe estar escrito a doble espacio, por un solo lado de la hoja,
sin dejar espacios extras entre pdrrafo y pdrrafo; deje un solo espacio después del punto
seguido o aparte. Use la fuente Arial de tamafio 12 puntos y no justifique el texto. Use
letra bastardilla o itdlica para los términos cientificos; por favor, no los subraye. Formato
electrénico: envie medio electrénico del documento en procesador de palabra MS Word,
para PC. Incluya las gréficas en formato TIFF o JPG a 300 DPI como minimo. La fuente
preferida para las gréficas es Arial Narrow. Si sus archivos provienen de un computador
Apple — Macintosh, conviértalos a plataforma PC. Incluya una lista de los archivos enviados

y el programa en que fueron desarrollados.



Los articulos originales deben contener 7 partes bdsicas, asi:

1. Titulo (en espanol e ingles). El titulo en mayisculas, preciso y sin abreviaturas. Los
nombres cientificos en latin y en bastardilla. Apellidos y nombres del o de los autores,
institucion, direccion postal completa, niimero de fax y correo electrénico del autor
responsable para la correspondencia y fecha de envio.

2. Resumen (espaniol e inglés). De no mds de 250 palabras en espanol e inglés, debe enunciar
las propuestas de la investigacidn, los procedimientos bdsicos, los resultados principales y
las conclusiones. Se requiere suministrar entre 6 y 10 palabras claves.

3. Introduccion. Distribuir el contenido segiin la conveniencia del tema, con subtitulos o
apartes.

4. Materiales y métodos.

5. Resultados.

6. Discusidn.

7. Referencias.

Agradecimientos:
Dirigidos a personas con aportes que no justifican acreditacién como autor, por ayuda

técnica recibida, por tipo de apoyo material y financiero.

Referencias:

* Asignele un ndmero a cada referencia citada, en orden ascendente, incluyendo las del
texto, los cuadros y las figuras. Anote los niimeros de las referencias entre paréntesis y no
como indice ni subindice.

* Cuando hay mds de una cita, éstas deben separarse mediante comas, pero si fueran
correlativas, se menciona la primera y la tltima separadas por un guién.

* Cuando en el texto se menciona un autor, el ndmero de la referencia se pone tras el
nombre del autor. Si se tratase de un trabajo realizado por méds de dos autores, se cita el

primero de ellos seguido de la abreviatura “et al” y su nimero de referencia.

1. Articulo estiandar.
Autor/es*. Titulo del articulo. Abreviatura** internacional de la revista. ano; (volumen

nimero): pdgina inicial-final del articulo.

Kolovou G, Daskalova D, Mikhailidis DP. Apolipoprotein E polymorphism and
atheros-clerosis. Angiology. 2003;54(2): 59-71.
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* Si los autores fueran mds de seis, se mencionan los seis primeros seguidos de la

abreviatura et al.

** Las abreviaturas internacionales pueden consultarse en “Journals Database” de
PubMed. Las espanolas en el Catdlogo C17 (http://www.c17.net/) 6 bien en el DREV
(htep://bvsalud.isciii.es/php/index.php) de la BVS del Instituto de Salud Carlos IIl y en
la base de datos de Revistas de Biomedicina del IHCD de Valencia. (https://bddoc.csic.
es:8180/inicioBuscarSimple.html?estado_formulario=show&bd=IME&tabla=revi).

1.1 Incorporacién opcional de nimero de identificacién tinico de bases de datos
en la referencia:

La mayoria de bases de datos o documentos electrénicos incorpora un numero de
identificacién univoco en cada referencia (PubMed: PMID; Cocrhane Library:CD;
DOI), que pueden incorporarse a la referencia bibliogrdfica para su perfecta

identificacidn.

Lépez-Palop R, Moreu ], Ferndndez-Vizquez F, Herndndez Antolin R; Working Group
on Cardiac Catheterization and Interventional Cardiology of the Spanish Society of
Cardiology. Registro Espanol de Hemodindmica y Cardiologia Intervencionista. XIII.
Informe Oficial de la Seccién de Hemodindmica y Cardiologia Intervencionista de
la Sociedad Espanola de Cardiologia (1990-2003). Rev Esp Cardiol. 2004; 57(11):
1076-89. Citado en PubMed PMID 15544757.

The Cochrane Database of Systematic Reviews 1998, Issue 3 [base de datos en
Internet]. Oxford: Update Software Ltd; 1998- [consultado 28 de diciembre de 2005].
Wilt T, Mac Donald R, Ishani A, Rutks I, Stark G. Cernilton for benign prostatic
hyperplasia. Disponible en: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/14651858.
CD001042.pub2/abstract ¢ http://www.update-software.com/clibplus/clibplus.asp.
Citado en Cochrane Library CD001042.

1.2 Organizacion o equipo como autor
Grupo deTrabajo de la SEPAR. Normativa sobre el manejo de la hepmotisis amenazante.

Arch Bronconeumol 1997; 33: 31-40.

2. Libros
Autor/es. Titulo del libro. Edicién. Lugar de publicacién: Editorial; afo.



Jiménez L, Montero FJ. Compendio de Medicina de Urgencias: guia terapéutica. 22
ed. Madrid: Elsevier; 2005.

Nota: La primera edicion no es necesario consignarla. La edicion siempre se escribe en
niimeros ardbigos y abreviatura: 24 ed. Si la obra estuviera compuesta por mds de un
volumen, citarlo a continuacion del titulo del libro.

2.1 Organizacién como autor
Comunidad de Madrid. Plan de Salud Mental de la Comunidad de Madrid 2003-
2008. Madrid: Comunidad de Madrid, Consejeria de Sanidad; 2002.

2.2 Capitulo de libro

Autor/es del capitulo. Titulo del capitulo. En*: Director/Coordinador/Editor del libro.
Titulo del libro. Edicién. Lugar de publicacién: Editorial; afio. pagina inicial-final del
capitulo.

Mehta SJ. Dolor abdominal. En: Friedman HH, editor. Manual de Diagndstico
Médico. 52 ed. Barcelona: Masson; 2004. p.183-90.

3. Comunicacién presentada a un congreso
Autor/es de la ponencia. Titulo de ponencia. En: Titulo oficial del Congreso. Lugar de
Publicacién: Editorial; ano. pdgina inicial-final de la comunicacién/ponencia.

Castro A, Escudero J. El Area del Corazén del Complejo Hospitalario “Juan Canalejo”.
En: Libro de Ponencias: V Jornadas de Gestién y Evaluacién de Costes Sanitarios.
Bilbao; Ministerio de Sanidad y Consumo, Gobierno Vasco; 2000.p. 12-22.

Nota: Esta misma estructura se aplica a Jornadas, Simposios, Reuniones Cientificas etc.

4. Informe cientifico o técnico
Autor/es. Titulo del informe. Lugar de publicacién: Organismos/Agencia editora; afo.
Ntmero o serie identificativa del informe.

Organizacién Mundial de la Salud. Factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares:
nuevas esferas de investigacién. Informe de un Grupo Cientifico de la OMS. Ginebra:

OMS; 1994. Serie de Informes Técnicos: 841.
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5. Tesis Doctoral
Autor. Titulo de la tesis [tesis doctoral]*. Lugar de publicacién: Editorial; ano.

Muiiz J. Estudio transversal de los factores de riesgo cardiovascular en poblacién
infantil del medio rural gallego [tesis doctoral]. Santiago: Servicio de Publicaciones e
Intercambio Cientifico, Universidad de Santiago; 1996.

6. Patente
Joshi R, Strebel HP, inventores; Fumapharm AG, titular. Utilizacion de derivados de
dcido fumdrico en la medicina de trasplante. Patente Europea. ES 2195609T3. BOPI
1-12-2003.

7. Articulo de revista en Internet
Autor/es del articulo. Titulo del articulo. Nombre de la revista [revista en Internet]*
***]

ano [fecha de consulta]**; volumen (numero): [Extensién/pdginas***]. Direccién

electrénica.

Francés I, Barandiardin M, Marcelldn T, Moreno L. Estimulacién psicocognoscitiva en
las demencias. An Sist Sanit Navar [revista en Internet]* 2003 septiembre-diciembre.
[acceso 19 de octubre de 2005]; 26(3). Disponible en: http://scielo.isciii.es/scielo.
php?script=sci_arttext&pid=S1137-66272003000500007 &lng=en&nrm=iso&tlng=
en.

* Puede sustituirse por: [Revista on-line], [Internet], [Revista en linea]
** [acceso....], [consultado...], [citado...]

*** Si constasen.

8. Base de datos en Internet
Institucién/Autor. Titulo [base de datos en Internet]. Lugar de publicacién: Editor;

Fecha de creacién, [fecha de actualizacién; fecha de consulta]. Direccién electrénica.

PubMed [base de datos en Internet]. Bethesda: National Library of Medicine; 1966-
[fecha de acceso 19 de diciembre de 2005]. Disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/PubMed/

Cuadrosy figuras: elabore los cuadros usando la utilidad de tablas del procesador de palabras
y no por columnas y tabulados en el texto mismo del manuscrito; envie los nombres de los

archivos. Para las figuras en blanco y negro, envie el original y dos copias de la ilustracién
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correspondiente acompanadas de su versién en medio magnético en formato tiff o jpg. a
300dpi. como minimo de resolucién y en un tamafo media carta. Gréficas desarrolladas en
Excel, favor remitir el archivo original. Si son fotografias en blanco y negro, debe enviar tres
copias de excelente calidad junto con la versién en medio magnético, en formato tiff o jpg
a 300dpi como minimo de resolucién; si son transparencias, envie la diapositiva original y
no una copia, junto con dos impresiones en papel (fotocopia o escdner, adjuntando copia
en medio magnético, formato tiff a 300dpi como minimo de resolucién) de la misma
imagen para el envio a los evaluadores del manuscrito. En las preparaciones de microscopio,
mencione la coloracién y el aumento segtin el objetivo utilizado.

Lista preliminar para la preparacion de envios.

Como parte del proceso de envios, los autores/as estdn obligados a comprobar que su envio
cumpla todos los elementos que se muestran a continuacién. Se devolverdn a los autores/
as aquellos envios que no cumplan estas directrices.

1. El envio no ha sido publicado previamente ni se ha sometido a consideracién
por ninguna otra revista (o se ha proporcionado una explicacién al respecto en los
Comentarios al editor/a).

2. Elarchivodeenvio estd en formato OpenOffice, Microsoft Word, RTF o WordPerfect.
3. Siempre que sea posible, se proporcionan direcciones URL para las referencias.

4. El texto tiene un interlineado sencillo, un tamafno fuente de 12 puntos, se utiliza
cursiva en lugar de subrayado (excepto en las direcciones URL), y todas las ilustraciones,
figuras y tablas se encuentran colocadas en los lugares del texto apropiados, en vez de
al final.

5. El texto retine las condiciones estilisticas y bibliograficas incluidas en Pautas para el
autor/a, en Acerca de la revista.

6. En el caso de enviar el texto a la seccién de evaluacién por pares, se siguen las
instrucciones incluidas en Asegurar una evaluacién anénima.

Aviso de derechos de autor.
NOVA por http://www.unicolmayor.edu.co/publicaciones/index.php/nova se distribuye
bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-NoComercial-SinDerivar 4.0

Internacional.

Asi mismo, los autores mantienen sus derechos de propiedad intelectual sobre los articulos.
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Declaracion de privacidad.

Los nombres y las direcciones de correo electrénico introducidos en esta revista se usardn
exclusivamente para los fines establecidos en ella y no se proporcionardn a terceros o para
su uso con otros fines.



