Revista HECHOS
Microbiologicos

Publicacién Cientifica Oficial
Universidad de Antioquia - Escuela de Microbiologia
Volumen 13 - Ndmero 1 - Enero - Junio - 2022
http://www.udea.edu.co/hm

UNIVERSIDAD
. DE ANTIOQUIA

Escuela de Microbiologia



http://www.udea.edu.co/hm

IMAGEN ORIGINAL DE LA PORTADA

Caracteristicas microscopicas de larva Galleria mellonella. A. Larva completa por reconstrucciéon topografica
de la anatomia microscopica. B. Estomodeo o region anterior formada por cavidad bucal, faringe, eséfago y
el buche, regiéon que presenta revestimiento por una capa de células escamosas y presencia de musculo liso
(longitudinal interna y circular externa). C. Mesoterecon o region media que presenta membrana peritrofica,
revestimiento por una capa de células columnares con microvellosidades y células regenerativas, en la parte
distal presenta musculo y tejido conectivo. D. Proctodeo o regiéon posterior revestida por células epiteliales
cilindras con microvellosidades, ldmina propia y musculo circular y longitudinal. E. Tubulos formados por
una capa de células cilindricas, glandula exocrina anterior de forma tubular. F. Glandula de seda posterior que
contiene fibroinas con funcién bioadherente, cuerpo graso que sirve de almacenamiento de energia y sintesis de
carbohidratos, lipidos y proteinas. G. Cuticula de apariencia gruesa acelular y hemocitos. H. Tipos de hemocitos
presentes en hemolinfa.

CORTESIA

IMAGENES DE LA PORTADA INTERNA

Respaldo de la portada inicial

“NASA-Funded Research Discovers Life Built With Toxic Chemical”, publicada el dfa 2 de diciembre del afio
2010 en la pagina del Departamento de Astrobiologia de la NASA (http://astrobiology.nasa.gov).

Respaldo de la contra portada
Imagen de archivo, Escuela de Microbiologifa, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.
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COVID-19, monkeypox, and the need for vaccines in low- and
middle-income countries

Alfonso J. Rodriguez-Morales"®

Opver the last two years, the world has faced the cha-
llenge and devastation that the Severe Acute Respi-
ratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and
its Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) pandemic
has imposed,!" especially to low- and middle-income
countries (LMIC) including those from Latin Ameri-
ca, as is the case of Colombia.?

The COVID-19 pandemic has not ceased. Howe-
ver, in August 2022, the circulation is considered low.
Although SARS-CoV-2 is still circulating, especially
the number of deaths, admissions to the intensive
care units (ICU) due to severe disease, and hospitali-
zations have decreased significantly as a consequence
of the vast development and deployment of effecti-
ve and safe vaccines against SARS-CoV-2 in a broad
number of biotechnological platforms (mRNA, viral
vectors, inactive, among others).’® The global CO-
VID-19 vaccination is a milestone for medicine and
vaccinology. More than 10 billion doses have been
applied in the world.

But unfortunately, vaccine coverage for primary
schedules, as well as for boosters, is unequal between
high-income countries and those considered LMIC.
Even today in Africa, countries such as Burundi, or
the Democratic Republic of Congo, have less than 3%
of their people who completed the initial COVID-19
vaccination protocol. Even in the Americas, such as
Haiti, other countties still have less than 15% of their

populations vaccinated (Figure 1). Access to vaccines
has been a critical issue, as vaccine hesitancy is ob-
viously high in such countries. In this context, autono-
mous pharmaceutical and biotechnological capabilities
during sanitary emergencies have been proposed.l”
LMICs need to increase them to develop and mainly
to produce vaccines, but also at the same time their
“vaccination” diplomacy.l"

After COVID-19, this is important, as new epide-
mics, such as the ongoing multicountry outbreak due
to monkeypox,® recently declared a Public Health
Emergency of International Concern (PHEIC) by the
World Health Organization (WHO), are rapidly sprea-
ding.”! Monkeypox is now present in more than 80
non-endemic countries (outside Africa), causing more
than 29,844 cases (Figure 2). Although the WHO
does not currently recommend massive vaccination;
the LGBTI (lesbian, gay, bisexual, transgender, and
intersex) community, the most affected population so
far (>95%), as well as the healthcare workers atten-
ding cases, will require access to monkeypox vaccines,
such as the Jynneos®.!'*'"l Countries such as the Uni-
ted States of America, Canada, the United Kingdom,
Italy, and France, among others, are offering vaccines
for monkeypox. But, how long will it take to be availa-
ble for high-risk populations in LMIC of Asia, Africa

and Latin America?

* Faculty of Medicine, Fundacién Universitaria Auténoma de las Américas, Pereira, Risaralda, Colombia. Latin American network on Monkeypox Virus research (LAMOVI), Pereira,
Risaralda, Colombia. Institucién Universitaria Vision de las Américas, Pereira, Risaralda, Colombia. Grupo de Investigacién Biomedicina, Faculty of Medicine, Fundacién Universitaria
Auténoma de las Américas, 660003, Pereira, Risaralda, Colombia. Master of Clinical Epidemiology and Biostatistics, Universidad Cientifica del Sur, Lima, 4861, Peru.

E-mail: arodriguezmo@cientifica.edu.pe
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Figure 1. Examples of countries among the lowest vaccination rates for COVID-19, August 9, 2022.

Source: https://ourwotldindata.org/covid-vaccinations

Figure 2. 2022 Monkeypox Outbreak Global Map, August 9, 2022.

Source: https://www.cde.gov/poxvirus/monkeypox/response/2022/world-map.html
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McEwen J. G., Gonzalez A.

Given this situation, the Butantan Institute in
Brazil announced that it would assess to produ-
ce a vaccine against monkeypox. Brazil, Argentina,
Mexico, Colombia, and other countries in the re-
gion should be involved in producing COVID-19
and monkeypox vaccines. For example, in Colom-
bia, VaxThera®, a biotech company, has announced
that it will develop and produce vaccines. Under the
building, facilities in Rionegro, Antioquia, expect to
make 100 million vaccine doses in 2023. In addition,
they wish to develop vaccines against COVID-19,
dengue, chikungunya, yellow fever, influenza, and
Zika. With a new government administration in Co-
lombia, an enhanced interaction between the Minis-
try of Science, the Ministry of Health and the priva-
te biotech sector is urgently needed to address these
requirements in the country.

As emerging and reemerging infectious diseases,
especially viral and zoonotic, are causing outbreaks,
epidemics and pandemics, vaccine availability will be
more requited than ever.'>!?!
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Resumen

Introduccién: Las larvas de Galleria mellonella estan siendo utilizadas
como un modelo animal para estudiar enfermedades infecciosas. Para
evaluar microscopicamente las interacciones hospedero-patégeno i
vivo se requiere un correcto procesamiento histolégico de las larvas
que permita obtener buenos cortes para valorar los cambios que se
generan durante la infeccién. Los investigadores requieren conocer la
histologia normal de la larva para determinar si el patégeno es capaz
de generar enfermedad y si los nuevos tratamientos son efectivos.
Objetivo: Este estudio tuvo como objetivo presentar el procedimiento
de fijacién y técnica histolégica de las larvas de Galleria mellonella que
realizamos de rutina en el laboratorio Técnica Histolégica de la FUCS
y la descripcién histolégica de las larvas normales.

Métodos: Las larvas de Galleria mellonella fueron fijadas con 100 uL
de FAATD vy se realizaron cortes transversales y longitudinales,
que fueron procesados de manera automatizada en el procesador
de tejidos Technicon Doble modelo 2A. Las larvas pasaron a la
central de inclusién para darle una figura tridimensional al casete
y finalmente realizar cortes finos en el micrétomo. Se realizé la
coloracién de Hematoxilina Eosina (H&E) y registro fotografico. Se
tomé hemolinfa, se extendié en laminas y se coloreo con Wright para
registro fotografico.

Resultados: Sc mostraron y describieron los 6rganos y las estructuras
normales de la larva que deben analizarse en los estudios de
patogenicidad microbiana y en la evaluacién de nuevas moléculas
para tratamiento de infecciones.

Conclusién: El estudio histolégico presentado es una herramienta que
contribuye a la implementacion de Galleria mellonella como modelo animal.
Palabras Claves: Galleria mellonella, Modelo Animal, Técnica histolégica,
Hematoxilina
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Abstract

Introduction: Galleria mellonella larvae are being used
as an animal model to study infectious diseases. To
microscopically evaluate host-pathogen interactions
in vivo, an appropriate histological processing of the
larvae is required to obtain good sections to assess the
changes generated during infection. Researchers need
to know the normal histology of the larva in order to
determine if the pathogen is capable of causing discase
and if new treatments are effective.

Objective: This study aimed to present the fixation
procedure and histological technique of Galleria me-
Honella larvae routinely performed in the Histological
Technique Laboratory of the FUCS and the histolo-
gical description of normal larvae.

Methods: Galleria mellonella larvae were fixed with
100 pl. of FAATD, and transverse and longitudinal
sections were made, which were processed automa-
tically in the Technicon Doble model 2A tissue pro-
cessor. The larvae went to the embedding center to
give the cassette a three-dimensional figure and fina-
lly to fine cuts in the microtome. Hematoxylin Eosin
(H&E) staining and photographic record were per-
formed. Hemolymph was taken, spread on slides, and
colored with Wright for photographic recording,

Results: We show and describe the normal organs
and structures of the larvae that should be analyzed in
studies of microbial pathogenicity and the evaluation
of new molecules for the treatment of infections.

Conclusion: The histological study presented is a
tool that contributes to the implementation of Galle-
ria mellonella as an animal model.

KeyWords: Galleria mellonella, Animal Model, Histolo-
gical technic, Hematoxylin

Introduccion

Estudiar la virulencia de agentes infecciosos, en labo-
ratorios, requiere alternativas al uso de animales que
aseguren la reduccion en el numero de individuos uti-
lizados, minimicen el dolor y la angustia, y disminuyan
los costos de mantenimiento. El uso de insectos como
modelos de infeccién ha sido una opcién valiosa, gra-
cias a que son susceptibles a muchos microrganismos,
poseen un sistema de defensas antimicrobianas com-
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plejo que genera informacién homologable sobre el
proceso de interaccién hospedero-patégeno vy, final-
mente porque permite evaluar nuevas moléculas para
tratamiento de infecciones, asi como su toxicidad
vive™?.

Galleria mellonella es una especie de insecto lepi-
déptero del suborden Glossata y clado Ditrysia. Las
larvas son usadas como modelo invertebrado en in-
vestigaciones en el areas de inmunologia y biomédica
y presenta muchas ventajas como son los bajos costos
de mantenimiento, la posibilidad de utilizar a gran es-
cala y la ausencia de restricciones éticas®. Este insecto
puede ser criado en un rango de temperaturas entre
25°C y 37°C, simulando de esta forma la temperatu-
ra corporal en la que los microorganismos causan la
enfermedad en el hombre. El ciclo de vida del insecto
incluye las etapas de larva y pupa antes de la transfor-
macién final a polilla, la cual ocurre aproximadamente
en un mes, permitiendo obtener resultados rapida-
mente durante la fase larval (Fig. 1). Este invertebrado
tiene un sistema de defensa celular y humoral, con la
produccién de péptidos antimicrobianos y hemocitos
por su sistema de hemolinfa, semejando la respuesta
celular que se generatia en el humano™?.

Figura 1. Ciclo de vida Galleria mellonella

Para comprender los resultados de los experimen-
tos es importante conocer la anatomia e histologia de
este modelo invertebrado. El objetivo de este estudio
fue presentar el procedimiento de fijacién y el proce-
samiento histolégico de las larvas de G. mellonella, pro-
cedimiento que se realiza en el laboratorio de Técnica
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Histolégica de la Fundacién Universitaria de Ciencias
de la Salud (FUCS), asi como también, presentar la
descripcién histolégica de larvas normales (no infec-
tadas) y de los sitios blancos que se requieren conocer
para los estudios de patogénesis microbiana, la evalua-
cién de nuevas moléculas y su toxicidad.

Materiales y métodos

CONSIDERACIONES ETICAS

A pesar de que en Colombia no existe legislaciéon que
especifique el uso de los invertebrados en investiga-
ciones, se solicit6 el aval al Comité de Cuidado y Uso
de Animales (CICUA). La respuesta del comité fue
que hasta el momento se define que los invertebrados
no sean evaluados en los comités de manejo animal,
por lo tanto, no exigen a los investigadores someter a
revisién los protocolos. El comité de ética de la FUCS
otorgé el aval para el estudio.

Las larvas de Galleria mellonella, en su ultimo
estadio, fueron adquiridas de Scientia Colombia SAS,
La Unién Valle, Colombia, y fueron almacenadas en
oscuridad a 15°C durante dos dias. Se seleccionaron
larvas sanas con un peso entre 150 - 230 mg y un ta-
mafio entre 2,0 — 2,5 centimetros.

TRATAMIENTO DE LARVAS

Las larvas sin inocular (Fig. 2A) se incubaron a 37°C
durante 5 dfas y se procesaron para técnica histologica
de la siguiente forma:

Las larvas fueron llevadas a refrigeracién durante
15 minutos y se fijaron inyectando 100 uL. de FAATD
(Alcohol de 96° 75 ml., Formaldehido 10 mL., Acido
acético 5 mL, Dimetilsulféxido 10 mL y Acido triclora-
cético 1g) (Fig. 2B), luego se sumergieron en el fijador
FAATD durante 24h en refrigeracién (Fig. 2C)©. Las
latvas fueron almacenadas a 4°C durante 24h, esto pet-
miti6 la fijacién de los 6rganos internos y el bloqueo del
proceso de melanizacion del exoesqueleto.

A un total de 20 larvas se les realizaron dos cortes
transversales (de cabeza y cola) de 0,1 mm a 0,3 mm y
a otras 20 larvas un corte del cuerpo en posicién sagi-
tal dividiendo los estigmas abdominales con un grosor
de 0,3 mm. Las piezas de los cortes fueron colocadas
en un casete (Fig, 2D).
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Figura 2. Manejo y procesamiento de las larvas de Galleria
mellonella. A. Larvas sanas. B. Inoculacién con fijador FAATD.
C. Mantenimiento en FAATD. D. Casetes con cortes de larvas. E.
Laminas histoldgicas coloreadas con H&E.

El procesamiento de la anatomia entomoldgica se
llevé de manera automatizada, en el procesador de
tejidos Technicon Doble modelo 2A, iniciando con
deshidratacién en formol salino, aclaramiento y em-
bebido en parafina por 12 horas. Los casetes rotaron
por cada recipiente durante una hora en un recipiente
con formol, seis recipientes de alcoholes, tres reci-
pientes de xiloles y dos de parafina a 60°C. Al termi-
nar el proceso de los tejidos en el equipo automatizdo,
se paso a la central de inclusién para darle una figura
tridimensional al casete y, finalmente a cortes finos en
el micrétomo.

Se realiz6 la coloracion de Hematoxilina Eosina
(H&E), para su estudio microscépico (Fig. 2E), y se
realizé registro fotografico para la descripcién de es-
tructuras de G. mellonella.

RECOLECCION DE LA HEMOLINFA

Para evaluar la respuesta inmunolégica, larvas se lleva-
ron a refrigeracién durante 5 min. Utilizando aguja de
insulina, se pinché entre dos de los segmentos de la
superficie del cuerpo y se presiond la larva hasta obte-
ner la hemolinfa que se recogié en tubo con EDTA®,
y se realizaron extendidos sobre limina portaobjetos.
Se permiti6 el secado de la hemolinfa a temperatura
ambiente y las ldminas se colorearon con Wright de la
siguiene manera: se cubrié la lamina completamente
con el colorante y se agregaron unas gotas de agua
destilada. Con una pipeta se sopld y se dejé durante 5



Gomez G. M., Leén-Enciso, J., Parga, J., Padilla, L., Pefiuela, D., Pinzén, C., Lugo, D.

minutos. Se lavé con agua corriente, se dejo secar cada
lamina y se observé al microscopio en campo claro
con objetivo de 100X.

Resultados y discusién

Para implementar el uso de Galleria mellonella como
modelo animal en laboratorios de investigacion, pre-
sentaremos las desctipciones que se consideraron uti-
les para evaluar procesos infecciosos, el uso de nuevas
moléculas y la toxicidad. El proceso histolégico al que
se sometieron las larvas permitié obtener cortes de
muy buena calidad y las imagenes fotograficas seran
un referente para los investigadores.

ASPECTOS MACROSCOPICOS DE LAS LARVAS

Las larvas de Galleria mellonella tienen una forma ci-
lindrica y generalmente la parte central del cuerpo es
mucho mas gruesa. La cabeza es lobulosa y el cuerpo
es blando y dividido en trece segmentos. En los seg-
mentos toracicos tienen 3 pares de patas verdaderas,
y en los abdominales hay cinco pares de patas falsas,
que no son mas que protuberancias membranosas

(Fig. 3A).

Figura 3. Caracteristicas macroscépicas de las larvas de G.
mellonella. A. Partes del cuerpo. B. Generacién de melanizacion
y de capullo que se pueden presentar durante una infeccién
microbiana
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Las larvas tienen una longitud de 2,0 2 2,5 cm y
son de color crema. El color es importante porque
durante los procesos de infeccion, las larvas sinteti-
zan fenoloxidasa (G-difenoloxigeno-éxido reductasa),
enzima capaz de oxidar los fenoles a quinonas que,
posteriormente polimerizan en forma no enzimatica
a melanina®™®. Los indices de salud de las larvas pro-
puesto por Loh JM y col® correlacionan la melaniza-
cién completa (larvas negras) con la muerte poco des-
pués. Hs importante eliminar el capullo de las larvas
antes de usarlas, ya que este es uno de los criterios a
tener en cuenta en los indices de salud (Fig. 3B).

ASPECTOS MICROSCOPICOS DE LAS LARVAS

Se realizaron mas de 200 cortes de larvas y se rea-
liz6 el registro fotografico de los diferentes teji-
dos. Se generaron secuencias fotograficas para la
reconstruccién topografica de la anatomia, y asi poder
mostrar la larva completa con sus diferentes partes
(Fig. 4A). Con el propésito de mostrar los resultados,
la informacién estd organizada en cinco secciones
que corresponden a los sitios blancos de diferentes
infecciones microbianas, a saber:

1. Integumento

El integumento es el limite protector externo de
G. mellonella, este 6rgano evita la entrada de agentes
patégenos y la salida de agua, ademas tiene funcio-
nes de soporte, de inserciéon muscular y participa en
la ecdisis (muda o cambio periédico de la cuticula del
exoesqueleto de insectos)®. A nivel histolégico, cuen-
ta con dos componentes: la cuticula y la epidermis
(Fig. 5A).

La cuticula es la mas distal, es de apariencia gruesa
acelular, formada por quitina, un polisacarido nitro-
genado que le confiere rigidez, proteinas, compuestos
fenolicos y pigmentos!?. Se pueden distinguir tres ca-
pas: epicuticula, exocuticula y endocuticula (Fig. 5B).
Debajo de la cuticula se encuentra la epidermis, en-
cargada de sintetizar las biomoléculas necesarias para
el desarrollo de la cuticula y para realizar la ecdisis. Es
una capa de células con apariencia sincitial.

2. Sistema Digestivo
El tracto digestivo se presenta como un tubo enro-
llado, que se extiende desde la boca hasta el ano y esta
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compuesto por tres regiones: estomodeo, mesotereon
y proctodeo (Fig. 4).

El estomodeo o regién anterior esta formado por
la cavidad bucal, la faringe, el eséfago y el buche (Fig.
4B). En esta region se encuentra la intima escleroti-
zada, revestida por una capa de células epiteliales de
tipo escamoso; mas alld de esta hay una gran capa de
células musculares, longitudinales en su parte interna
y circulares en su parte externa, y con inserciones de
tejido conectivo adiposo circundante™.

El mesotereon o regién media presenta una mem-
brana peritréfica permeable de quitina y matriz gluco-
proteica; esta revestida por una capa celular epitelial
en la cual se evidencia la presencia de células columna-
res con microvellosidades en su parte apical (enteroci-
tos) junto con células regenerativas (madres) dispues-
tas en criptas invaginadas (Fig. 4C). En la parte distal
del mesotereon encontramos la musculatura de tipo
circular, soportado por tejido conectivo y adyacente
de tipo longitudinal®?.

El proctodeo o regiéon posterior estd revestido
por una intima delgada y permeable, cubierta de una
lamina delgada de células epiteliales cilindricas que
en su parte apical presenta microvellosidades y esta
soportada en una lamina basal, todo esto recubierto
por una capa variable de musculos de tipo circular y

longitudinal® (Fig. 4D).

3. Sistema excretor

Su érgano principal son los tubos de Malpigui ca-
rentes de intima (Fig. 4E). Estan formados por una
unica capa de células epiteliales cilindricas ciliadas, so-
portadas sobre una membrana basal. En la parte distal
de los tubos hay presencia de fragmentos de células
musculares circulates y longitudinales®?.

Galleria mellonella posee varios 6rganos accesorios,
tipo glandulas, como las glandulas salivales (Fig. 4B) y
glandulas productoras de seda.

Las larvas producen fibra de seda, un polimero
proteinico, en las glandulas exocrinas anterior, media
y postetior, que presentan forma tubular. Las glandu-
las posteriores (Fig. 4F) producen seda que contiene
fibroinas con funciones bioadherentes y en la seccién
media, la seda, que contiene sericinas con funciones
antimicrobianas*!9.
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Figura 4. Caracterfsticas microscopicas de lar-
va Galleria mellonella. A. Larva completa por recons-
truccién topografica de la anatomia microscopica. B.
Estomodeo o regién antetior formada por cavidad
bucal, faringe, es6fago y el buche, regién que presen-
ta revestimiento por una capa de células escamosas
y presencia de musculo liso (longitudinal interna y
circular externa). C. Mesotereon o regién media que
presenta membrana peritréfica, revestimiento por una
capa de células columnares con microvellosidades y
células regenerativas, en la parte distal presenta mus-
culo y tejido conectivo. D. Proctodeo o regién pos-
terior revestida por células epiteliales cilindricas con
microvellosidades, lamina propia y musculo circular y
longitudinal. E. Tubulos formados por una capa de
células cilindricas, glandula exoctina anterior de for-
ma tubular. F. Glandula de seda posterior que contie-
ne fibroinas con funcién bioadherente, cuerpo graso
que sirve de almacenamiento de energfa y sintesis de
carbohidratos, lipidos y proteinas. G. Cuticula de apa-
riencia gruesa acelular y hemocitos. H. Tipos de he-
mocitos presentes en hemolinfa.
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4. Cuerpo graso

El cuerpo graso desempefia un papel importante
en el almacenamiento de energfa y sintesis de carbo-
hidratos, lipidos y proteinas en G. mellonella. El cuer-
po graso es un componente del sistema inmunitario
y la fuente de energfa. Estid organizado en lébulos
cubiertos con una capa de tejido conectivo en forma
de membrana basal (Fig. 4G) y sus componentes son
glicoproteinas y fosfolipropoteinas®.

5. Respuesta inmune celular

La respuesta inmune celular estd mediada por cé-
lulas fagociticas, llamadas hemocitos. Los hemocitos
se encuentran en la hemolinfa, de forma andloga a la
sangte de los mamiferos?. Estas células participan en
los procesos de fagocitosis, encapsulacién y coagula-
cién. La mayoria circulan libremente en la hemolinfa
y otros se encuentran adheridos en tejidos. En G. mze-

llonella sobresalen 4 tipos de hemocitos (Fig. 4H) que

varfan segun su forma y la funcién que cumplen -1%19),

* Plasmocitos: tienen forma redonda o fusiforme
(8-10 uM), cuentan con un nucleo central y un
citoplasma amplio y vacuolado, encargados de la
fagocitosis. Los plasmocitos contienen enzimas
lisosomales y son el tipo de célula mas abundante.

* Granulocitos: tienen forma redondeada o de disco
(8-12 uM), su nucleo suele ser central normocro-
mico pequefio, rodeado de un citoplasma lleno de
granulos.

* Esferocitos: son ovalados o redondos (10-15 uM),
poseen un nucleo central, en ocasiones casi imper-
ceptible, debido a las densas inclusiones presentes
en el citoplasma.

* Oenocitoides: son células grandes (12-20 uM),
binucleadas, no fagociticas que pueden contener
profenoloxidasa, y el citoplasma suele ser basofilo.

Figura 5: Tegumento de Galleria mellonella: cuticula y epidermis. A. Corte transversal 5X. B. Aumento 40X

Conclusiones

Los procesos de fijacién y la técnica histolégica utiliza-
dos permitieron realizar de manera exitosa la evalua-
ci6én y descripcion del modelo animal G. mellonella. Se
identific6 la anatomia entomoldgica y se llevé a cabo
la descripcién histolégica de las estructuras de los
6rganos internos que lo conforman. Esta descripcion
sirve como herramienta de ayuda en la observacién
de cambios histopatolégicos ante agentes infecciosos
o nuevas sustancias que sean empleadas como objeto
de investigacion.
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Resumen

Introduccion: Los bacteriéfagos son virus que infectan bacterias,
representan la entidad mas abundante del planeta, son bastante ubicuos
ya que se encuentran en la mayoria de ecosistemas. Sobre la base de sus
caracteristicas inicas y propiedades antibacterianas, son cada vez mas
atractivos en aplicaciones mas alla de la fagoterapia.

Objetivo: Describir las aplicaciones que se han enfocado en ampliar el
uso de los fagos para control, principalmente de biopeliculas, ya sea en
superficies bidticas (alimentos) o abiéticas (superficies, agua y redes de
distribucion, entre otras.), asi como también en sectores tan diversos
que incluyen la industria, la clinica y el ambiente con resultados
prometedores.

Metodologia: Busqueda bibliografica en las bases de datos PMC
Medline y ScienceDirect de literatura publicada entre los afios 2005-
2021.

Resultados: los resultados de los estudios muestran un panorama
bastante prometedor sobre la utilidad de los fagos como estrategia de

control en los diferentes contextos analizados.
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Abstract

Introduction: Bacteriophages are viruses that
infect bacteria, they represent the most abundant
entity on the planet, they can be found in almost all
ecosystems. Based on their unique characteristics and
antibacterial properties, they are becoming increasin-
gly attractive in other applications rather than phage
therapy.

Obijective: to describe applications that have fo-
cused on expanding the use of phages for the con-
trol, mainly of biofilm, either on both biotic (food)
or abiotic surfaces (water, and distribution networks,
among others), as well as in sectors so diverse such as
industry, the clinic and the environment with promi-
sing results.

Methodology: Bibliographic search published
between the years 2005-2021 in the PMC Medline and
ScienceDirect databases.

Results: The results of the studies show a very
promising prospect on the usefulness of phages as
a control strategy in the different contexts analyzed.

Conclusion: Bacteriophages are an effective tool
that will allow in the near future to improve industrial
processes, human and environmental health.

Keywords: Bacteriophages, biocontrol, biofilms,
phage cocktail, surfaces, antimicrobial resistance.

Introduccion

Los bacteriéfagos son virus que infectan bacterias, su
biomasa excede por mucho a la mayorfa de organismos
vivos y son particularmente ubicuos, se encuentran
en la mayoria de hédbitats donde se hallan sus hospe-
deros. Fueron descubiertos a principios del siglo XX
de forma independiente por Frederick Twort y Felix
d’Herelle, este ultimo enfocindolo en el tratamiento
de enfermedades infecciosas con mucho éxito; sin
embargo, su uso disminuyé con el descubrimiento
de la penicilina por Alexander Fleming. No obstante,
el uso desmedido de los antibiéticos ha llevado a lo
que muchos han denominado una era post-antibidtica
con altas tasas de resistencia, por lo que el uso de los
bactetiéfagos y su “re-descubtimiento” ha tomado gran
fuerza. Durante los ultimos afios los esfuerzos se han
centrado en el uso clinico de los bacteriéfagos como
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una herramienta para el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias, en lo denominado fagoterapia;
no obstante, este re-descubtimiento ha dejado claro
que sus caracteristicas biolégicas unicas y propiedades
intrinsecas los hacen importantes en otros escenarios,
en ese sentido se han empezado a explorar los fagos
como agentes controladores de biopeliculas y en otros
sectores como el ambiente, la industria y la clinica.

Metodologia de la busqueda
de la informacion

La informacién utilizada en esta revisién se obtuvo
de dos bases de datos bibliograficas: PMC Medline y
ScienceDirect. Se seleccionaron articulos en espafiol e
inglés publicados entre los afios 2005-2021. Los des-
criptores utilizados en la busqueda se relacionaron con:
“Bacteriophage” or “Phage” and: (i) “Bacteriophage
applications” (ii) “Phage biocontrol” (iif) “Biofilm”.
Los articulos seleccionados incluyeron articulos
originales, revisiones y revisiones sistematicas. La se-
leccion de articulos se centrd en aquellos cuyas aplica-
ciones fueran diferentes a fagoterapia dandole impor-
tancia a aquellos articulos relacionados con el control
bacteriano en la clinica, la industria y el ambiente.

Historia de los bacteriéfagos
y primeras aplicaciones

En 1896, el bacterilogo britanico Ernest Hanbury
Hankin, informé por primera vez sobre la posible ac-
tividad antibacteriana que existfa en las aguas del rio
Ganges y el tio Yamuna en India, frente a microor-
ganismos causantes del colera. Sin embargo, en ese
momento el agente antibacteriano no pudo ser identi-
ficado y las implicaciones de sus hallazgos no tuvieron
mayor repercusion cientifica, y el suceso fue designa-
do como el “fenémeno Hankin”,

Fue solo hasta 1915y 1917 que los cientificos Fre-
derick Williams Twort (1877-1950) y Felix d’Herelle
observaron de manera independiente la existencia
de virus que lisaban bacterias. Twort encontrd en un
cultivo bacteriano la presencia de pequeflas placas de
lisis al que denomino “Factor litico bacteriano” y se-
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fialé que dicho factor responsable de la lisis podria
ser un virus. Posteriormente, en 1917, el francés Felix
d’Herelle reporté el hallazgo de un “microbio invisi-
ble antagénico del bacilo de la disenteria” a los cuales
denomino bacteriéfagos. Asi, el mérito del descubri-
miento de los bacteriéfagos recayé de forma tacita en
estos dos investigadores®.

Las primeras aplicaciones alrededor de los bacte-
riéfagos ocurrieron posterior a 1917, al ser el pionero,
d’Herelle comenzé a probar sus filtrados en pacien-
tes humanos en compafia del doctor Victor-Henri
Hutinel en el Hospital des Enfants-Malades de Patis,
allf demostré la seguridad de sus fagos, al ingerirlos ¢l
mismo, y la eficacia de los mismos, al tratar a un nifio
de 12 afios con cuadro de disenterfa severa, quien re-
solvio los sintomas después de un solo tratamiento y
se recuper6é por completo. Posteriormente, se admi-
nistré a otros tres pacientes, los cuales comenzaron a
recuperatse dentro de las 24 horas postetiores®. En
1923, dos médicos de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Baylor informaron resultados exitosos
de uno de sus ensayos de terapia con fagos realizados
en los Estados Unidos y concluyeron que los bacteri6-
fagos tenfan muy buena capacidad antimicrobiana.
En la década subsiguiente d’Herelle sigui6 trabajando
en seguir aislando fagos y los continué suministran-
do a pacientes con muy buenas tasas de curacién, se
implementé entones el término fagoterapia para refe-
rirse al tratamiento, con fagos, de pacientes con infec-
ciones bacterianas.

Sin embargo, el descubrimiento de la penicilina
por Alexander Fleming y la capacidad de produccion
a gran escala termind por excluir los bacteriéfagos
a una esfera muy pequefla, llevando su uso casi a su
exterminio. No obstante, luego de la segunda guerra
mundial y a la subsiguiente guerra fria, los soviéticos
retomaron los estudios de d’Herelle y siguieron imple-
mentando esta técnica para su beneficio.”! La poste-
rior caida del muro de Berlin y la reciente necesidad de
contar con alternativas para el tratamiento de bacte-
rias resistentes a los antibiéticos hizo que se retomara
el estudio de los bacteriéfagos con fines curativos pot
parte de occidente. El panorama actual es increible-
mente prometedor y cada vez cobra mas relevancia las
futuras aplicaciones en temas de fagos, ya no solo en
el ambito clinico, sino también en el campo industrial,

de alimentos y de desinfeccionl®l.
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Caracteristicas de los bacteriéfagos
y proceso de infeccion en la célula bacteriana

La clasificacién taxonémica de los fagos se basa prin-
cipalmente en su forma, tamafio y tipo de material
genético. Los mds abundantes pertenecen al orden
Candovirales, que se caracterizar por presentar ADN
de doble cadena, se dividen en tres familias: Myoviridae,
Podoviridae y Siphoviridae, basados en las caractetisticas
de la morfologia de la colal.

En términos generales la forma en la cual los bac-
teri6fagos pueden infectar a sus hospederos se puede
clasificar segin dos ciclos de vida diferentes, litico y
lisogénico. En la mayoria de los fagos, el ciclo li-
tico termina con la lisis de la bacteria huésped y la
liberacién de su progenie (Fig. 1). Por ende, las pro-
piedades antimicrobianas de los bacteriéfagos estan
ligadas precisamente al ciclo litico (fagos liticos) ya
que se pretende que el huésped infectado muera. Por
el contrario, en el ciclo lisogénico los bacteriéfagos
(fagos temperados) tienen la habilidad de establecer
su genoma en el cromosoma bacteriano (profago) sin
destruir su hospedero; sin embargo, pueden cambiar
al ciclo litico una vez encuentran sefiales ambientales
desencadenantes, de forma tal que eliminan s6lo a una
pequefia porcién de la poblacién infectada

La adsorciéon del bacteriéfago y la liberacion de
la nueva progenie juegan un papel clave en el pro-
ceso de infeccidén ya que en este paso algunos fagos
poseen polisacaridos depolimerasa que son enzimas
hidroliticas especificas que pueden escindir polisaca-
ridos o sus derivados como sustrato; diversos mo-
delos bacterianos poseen capsides de polisacaridos o
pueden formar agregados usando azuicares [9]. Se ha
demostrado que la actividad de las enzimas hidroliti-
cas esta relacionada con las proteinas de la punta de la
cola del fago!'’. La presencia de polisaciridos depo-
limerasa confiere al fago una ventaja evolutiva ya que
potencia el proceso de adsorcién y dispersion patra
iniciar el proceso de infeccién en nuevas bacterias.
Adicionalmente, algunos fagos estin provistos de
enzimas liticas que se denominan VAPGH (hidrola-
sas de peptidoglicano asociadas a bacteriéfagos), que
desempefian un papel importante en el primer paso
del ciclo de infeccién. Su actividad produce un orifi-
cio en la pared celular a través del cual el material ge-
nético del fago ingresa al citoplasma, y genera una lisis



—externa— inducida por la adsorcién de un elevado
nimero de fagos a la célula!'l. Recientemente, estas
proteinas también han sido propuestas como antimi-
crobianos potenciales debido a su actividad litical*?.
Por otra parte, la mayorfa de fagos de cadena doble
codifican otras proteinas liticas, denominadas endolisi-
nas, que actian junto con proteinas llamadas holinas
para romper la pared celular y lisar la bacteria huésped
en el dltimo paso del ciclo de infeccién litica, deno-
minada también lisis —interna— Las endolisinas, que
también son hidrolasas de peptidoglicano, acceden al
espacio periplasmico a través de orificios formados por
las holinas en la membrana citoplasmatica. La hidroli-
sis de peptidoglicano produce la desestabilizacion de la
estructura de la pared celular y genera una lisis gene-
ralizada por el aumento de la presiéon osmética en el
interior del citoplasma. En las bacterias Gram positivas,
las endolisinas son capaces de degradar el peptidogli-
cano cuando se afiaden desde el exterior de la célula,
lo que les confiere una actividad antimicrobianal”. En
las bacterias Gram negativas, el peptidoglicano esta
protegido por la membrana externa, por lo que estas
bactetias pueden resultar resistentes a las endolisinas.

Figura 1. Ciclo Litico
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Sin embargo, recientemente se han descrito endolisinas
modificadas denominadas Artilisinas, que logran pene-
trar la membrana externa, al combinar la endolisina con
un péptido policatiénico, permitiendo su efectividad
frente a estas bacterias!".

El uso de proteinas con actividad litica antimicro-
biana codificadas por fagos, presenta ventajas sobre el
uso de la particula viral completa; por ejemplo, a la fe-
cha no se ha descrito ninguna bacteria resistente a las
proteinas liticas producidas por los fagos!'?. Ademis,
el espectro de actividad de las endolisinas suele ser
mas amplio que el rango de huéspedes de los bacte-
riéfagos, asi mismo, no hay riesgo de transferir genes
de virulencia, convirtiéndose en candidatas perfectas
para posibles tratamientos en humanos!'.

Teniendo en cuenta las propiedades que presen-
tan bacteridfagos y las proteinas derivadas de estos
frente a bacterias, se plantean como una excelente
herramienta no solo para fagoterapia, ampliamente
descrito en la literatura, sino ademas para procesos de
desinfeccién y control bacteriano en el area clinica,
ambiental, agricola y en la industria de medicamentos
y alimentos!'.
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Aplicaciones de fagos:
Prevencion y control de biopeliculas

COMPOSICION Y FUNCION DE LA BIOPELICULA BACTERIANA

Las biopeliculas son agregados bactetianos que juegan
un papel importante en la persistencia microbiana, fue-
ron descritas por primera vez por Van Leeuwenhoek en
las superficies de los dientes, donde el crecimiento de
microorganismos formaban comunidades con capaci-
dad de adherencia, desarrollando una placa visible!". No
obstante, s6lo hasta 1978 la teotfa de las biopeliculas fue
finalmente propuesta por Costerton y colaboradores!'.

Las biopeliculas estin compuestas por bacterias in-
dividuales que se unen entre s{ formando conglomera-
dos, éstos secretan una matriz de polisacatidos, fibrina,
lipoproteinas y otras sustancias que se incrustan en la
matriz polimérica extracelular para formar el agregado
o biopeliculal”. Dichos polimeros extracelulates son
fundamentales para la estructura y la estabilidad de las
mismasP”, tanto asi que en la mayoria de las biopelicu-
las bacterianas, la proporcion de microorganismos en
materia seca es tan solo el 10% en comparacién con
la mattiz extracelular, que puede representar hasta el
90 %, conformando la estructura tridimensional que
soporta la adhesion superficial y la cohesion que man-
tiene su integridad®!. Esta estructura funciona como
una barrera de difusiéon y puede unirse directamente
a los agentes antibacterianos para evitar que penetren
impidiendo su accién, por lo que dicha caractetistica
hace que su tratamiento sea mas dificil.

Figura 2. Ciclo de formacién de biopeliculas
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FORMACION DE BIOPELICULAS

La formacién de biopeliculas es un proceso variado
que se puede dividir en dos etapas. En una etapa tem-
prana las células bacterianas se adhieren a una super-
ficie y luego crecen generando una comunidad fija.
Posteriormente, se dispersan de la comunidad forma-
da a un nuevo entorno y comienzan un nuevo ciclo®.

En la primera etapa de la formacién, la adhesion
a la supetficie se puede dar de dos formas, en unién
reversible e irreversible. La adhesion reversible esta
mediada por fuerzas de Van der Waals no especifi-
cas, de tipo electrostitico. Por el contrario, la adhe-
sién irreversible se basa en la adhesién mecanica de
las bacterias usando el pzi o sus flagelos a la super-
ficie de union® 24, Cuando las células bactetianas li-
bres se adhieren a la superficie de forma irreversible,
se reproducen y van acompafiadas de una sintesis de
matriz polimérica extracelular. La matriz de polimero
extracelular conduce a que se potencie la adsorcién
mutua y genere mayor unién a la superficie del ob-
jeto. El crecimiento continuo de células bacterianas
en la superficie adherida va madurando gradualmen-
te, formando una estructura compacta que consta de
millones de células estrechamente espaciadas. La eta-
pa final de la formacién, es que las células se separan
de la poblacién y se difunden en el medio ambiente
para formar la siguiente biopelicula. Esta es una etapa
esencial y evolutiva que contribuye a la propagacién
biolbgica, la supervivencia bacteriana y la resistencia a
agentes externos™ (Fig. 2).



Las biopeliculas pueden desarrollarse a partir de
la misma bacteria, pero también pueden formarse por
diferentes bacterias?. La difusién de la biopelicula
también se puede dividir en tres etapas. Primero, las
células bacterianas se separan de las colonias forma-
das. En segundo lugar, las bacterias se trasladan a una
nueva ubicacién. Por tltimo, las células bacterianas se
trasladan a un lugar adecuado para terminar de adhe-
rirse. Este mecanismo incluye también una difusién
activa y pasiva. El primero lo llevan a cabo activa-
mente las bacterias, y el segundo es la transferencia de
particulas ya establecidas de biopelicula por accién de
fuerzas externas. La difusién se puede clasificar segin
el patrén que sigan las bacterias que incluye: erosion,
desprendimiento y siembra. La liberacién continua de
células individuales o pequefios grupos de células de
la biopeliculas, en niveles bajos, se denomina erosion.
La pérdida rapida y masiva de biopelicula se conoce
como desprendimiento y la liberacién rapida de una
cantidad de células individuales o pequefios grupos de
células de una cavidad hueca formada dentro de una
colonia de biopelicula se denomina siembral™ 2.

BIOPELICULAS BACTERIANAS EN SALUD Y LA INDUSTRIA

La mayoria de las bacterias pueden formar biopelicu-
las, una vez establecidas, se afecta la respuesta inmune
por parte del huésped, y la bacteria incrementa su vi-
rulencia y la resistencia antimicrobiana, lo que favore-
ce su supervivencia y viabilidad. Las biopeliculas son
estructuras dificiles de eliminar, permiten que las bac-
terias permanezcan por mucho tiempo en el sitio ana-
témico o del dispositivo médico que invaden condu-
ciendo a infecciones crénicas de dificil curacion®- 3,
asi mismo, las bacterias pueden liberarse de la biope-
licula y causar nuevos focos de infeccién. El institu-
to nacional de salud de los estados unidos (NIH, del
inglés National Institutes of Health) estima que las
biopeliculas estan involucradas en el 65% de las infec-
ciones bacterianas y en mas del 80% de las infecciones
cronicasPl. En el campo médico, también se han aso-
ciado a superficies e instrumentos hospitalarios. En la
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industria de alimentos y medicamentos, la inocuidad,
se ve afectada por la presencia de biopeliculas en el
sistema de procesamiento del producto, las cuales son
resistentes a los procesos de limpieza y desinfeccién,
implicando un tiesgo pata la Salud Publicat>*.

Asi mismo, en sistemas de tratamientos de aguas
potables y residuales, las biopeliculas son dificiles de
manejar, principalmente en los sistemas de filtracién y

de circulacionP» 1.

ELIMINACION DE LAS BIOPELICULAS POR FAGOS

Los bacteriéfagos pueden eliminar las biopeliculas
de tres formas principales: (1) los fagos lisogénicos
pueden integrarse en el genoma bacteriano y afectar
la formacién de la biopeliculas [36]; por ejemplo, se
ha descrito como la integraciéon del fago Bxbl inac-
tiva el gen groBL1 de Mycobacterium smegmatis, este
proceso ocasiona que las bacterias floten de forma
libre y se evita la formacién de la biopelicula ma-
dural”; (i) El fago limpia la biopelicula y lisa las
células plancténicas codificando enzimas que cata-
lizan la ruptura de enlaces denominadas liasast, se
han modificado bacteriéfagos capaces de expresar
la enzima DspB para degradar la $-1,6-N-acetil-D-
glucosamina durante la infeccién, que es una adhe-
sién crucial necesaria para la biopelicula; la DspB
codificada por fagos se libera en el medio ambiente
con la lisis de la célula huésped, lo que provoca una
mayor degradacion de la biopelicula y, por lo tanto,
controla la formacion de la misma. Este fenémeno
demuestra la viabilidad de utilizar fagos modificados
genéticamente con actividad enzimatica degradante
de biopeliculas para reducitlasP’. (iii) El fago expresa
enzimas que degradan los polimeros extracelulares,
destruye la matriz de polisacaridos y las proteinas en-
capsulantes limpiando la barrera protectora bacteria-
na y luego ingresando a la biopelicula para destruir
las bacterias. Se han descrito las estrategias en las
cuales el uso de bacteriéfagos disminuye o remueve
la formacién de biopeliculas (Fig. 3).
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Figura 3. Modelo de figura de accién de fagos en biopelicula

Es asi, como se han descrito fagos que pueden
degradar los exopolisacaridos de Pseudomonas aerugino-
sa*. Tas depolimerasas producidas por la mayoria de
los fagos solo reconocen los polisacaridos derivados
del huésped y tiene ciertas limitaciones para expandir
su espectro de accién!*!l. Sin embargo, se propone que
de mano de la ingenierfa genética, esta limitacion se
pueda superar en corto plazo para modificar las de-
polimerasas fagicas y ampliat su espectro de accién en
futuros fagos.

La capacidad de eliminacién de biopeliculas pot
parte de los bacteriéfagos ha hecho que se empleen
en un numero importante de escenatios en los que
encontramos la industria de alimentos como principal
jugador en la incorporacién de su uso, asi como
también en medio acuatico y de forma reciente en el
area clinica (Tabla 1).

FAGOS EMPLEADOS PARA EL CONTROL DE BIOPELICULAS EN EL
AREA CLINICA

Recientemente se han utilizado con éxito fagos para
reducir biopeliculas en catéteres médicos y se empie-
zan a desarrollar productos comerciales para contro-
lar bactetias productoras de biopelicula®. Un ejem-
plo de esto, es el trabajo adelantado en Profeus mirabilis,
que forma una densa biopelicula cristalina en catéte-
res, dando como resultado un bloqueo en el flujo de
orina. En la etapa temprana de la infeccién bacteria-
na, se han encontrado fagos que pueden eliminar P.
mirabilis reduciendo significativamente la formacién
de este tipo de recubtimientos™. Asi mismo, infec-
ciones protésicas recurrentes debido a la presencia de
biopeliculas producida por Kiebsiella pneumoniae se han
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manejado con fagos con actividad litica frente a esta
bacteria, logrando resultados satisfactorios en compa-
racién con los antibiéticos™.

Las biopeliculas formadas por Enterococcus faecalis y
otras bactetias patgenas en la cavidad oral estin com-

16549, Sin embatgo, se han

prometiendo la salud buca
caracterizado fagos liticos que infectan y matan de ma-
nera eficiente cultivos plancténicos y sésiles de E. faeca-
/is, tanto in vitro como in vivo, en modelos experimen-
tales de infeccion del conducto radicular del diente.
Este tipo de resultados de erradicacion en la formacion
de la biopelicula implica una nueva forma en la mejo-
ra del tratamiento en infecciones orales en las cuales la
formacién de la biopelicula es tan comun. En hospita-
les es muy frecuente la formacién de biopeliculas por
parte de P. aeruginosa ademas que es una bacteria que
exhibe una resistencia natural importante a los antibié-
ticos, lo que ha atraido una atencién generalizada para
la busqueda de bacteriéfagos con actividad frente a esta
bactetia®. Se ha demostrado que fagos de la familia Po-
doviridae y Myoviridae pueden eliminar satisfactoriamente
P. aeruginosa en modelos murinos y en las vias respirato-
rias de pacientes con fibrosis quistica.

FAGOS EMPLEADOS PARA EL CONTROL DE BIOPELICULAS EN ME-
DIO ACUATICO

Los fagos pueden resolver la corrosién agravada de
la infraestructura de distribuciéon de agua y el bioin-
crustamiento debido a la generacién de biopeliculas.
También pueden suprimir selectivamente la prolifera-
ci6én y la formacion de espumas que pueden dificultar
la clarificacién de lodos, asi como también reducir de
forma preventiva la difusién de cepas resistentes a los



antibiéticos en los sistemas bioldgicos de tratamiento
de aguas residualest’.

Las biopeliculas de P. aeruginosa a menudo obstru-
yen los filtros en las plantas de tratamiento de agua
potable y aumentan los costos de limpieza. Reciente-
mente se han aislado fagos de aguas residuales para
reducir la formacién de biopeliculas de P. aeruginosa
y se ha demostrado una sinergia cuando se agregan
compuestos clorados para su eliminaciéon®”.

Por otro lado, también se ha encontrado que los
fagos pueden reducir las tasas de adhesién microbiana
en los mdédulos de membranas de ultrafiltracion entre
un 40 % y un 60 % y ademas, usados en sinergia en
modo de céctel pueden prevenir la formacion de fu-
turas biopeliculasP'. El uso de fagos para controlar la
contaminacién del agua y los posibles dafios en duc-
tos de distribucién causados por la formacién de bio-
peliculas como incrustados es una nueva tecnologia
rentable y respetuosa con el medio ambiente.

FAGOS EMPLEADOS PARA EL CONTROL DE BIOPELICULAS EN LA
INDUSTRIA ALIMENTARIA

En el sector alimentario, de forma reciente e impor-
tante, se han empezado a explorar las actividades
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bactericidas de los fagos y sus enzimas en el trata-
miento y descontaminacién de bacterias patégenas,
en ese sentido se han reportado un nimero impos-
tante de fagos, ya sea de forma individual o en forma
de coctel contra Lysteria monocytogenes, Staphylococcus
anrens, C. jejuni, E. coli O157:H7 vy S. entérica, entre
otros, con resultados prometedorestd. En general,
estos resultados mostraron un potencial notable de
fagos y proteinas derivadas de fagos, pero sin duda se
necesitan estudios adicionales para transferir este co-
nocimiento a la industria alimentaria. Por ejemplo, la
aplicacion de estos compuestos anti-biopelicula seria
factible siempre que su aplicacién pueda implemen-
tarse como parte de los procesos estindar de limpie-
za en las instalaciones industriales. Por lo tanto, el
estudio de sinergia-antagonismo con desinfectantes
y la efectividad a las temperaturas cominmente uti-
lizadas en la industria podria ser importante. Cabe
seflalar también los escasos datos disponibles sobre
el uso de fagos y proteinas liticas de fagos contra
biopeliculas formadas por varias especies en superfi-
cies industriales de alimentos. Este vacio debe llenat-
se para profundizar en el control de las biopeliculas
bacterianas!*’.

Tabla 1. Articulos relacionados con la eliminacién de biopeliculas

J. Nzakizwanayo et al, 20153, Bacteridfagos previenen el bloqueo y la incrustacion de Proteus mirabilis en catéteres urinarios

E.J.Canoetal, 20214,

Actividad de fagos contra biopeliculas de klebsiella pneumoniae en prostéticos

Destruccion de biopeliculas de Enterococus

Formulacion de bacteriéfagos contra E. faecalis

Tratamiento oral de patégenos mediante uso de fagos

Clinica L. Khalifa et al, 2015%°.
M. Shlezinger et al, 2019%5.47),
J. Mathieu et al, 2019%,
Aguas Y. Zhan etal, 2023%%,

G. Goldman et al, 20095, ;
miento de aguas

N. Adachi et al, 2012,
Alimentos T. Abuladze et al, 200872\,

A.Vikram et al, 20208,
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Control bacteriano basado en fagos en diferentes componentes de los sistemas de trata-
miento, distribucion y reutilizacion del agua.

Tratamiento de biopeliculas producidas por Pseudomonas aeruginosa con bacteriéfagos y
cloroquinas en ductos acuaticos

Reduccién de la formacion de biopeliculas en membranas de ultrafiltracion para el trata-

Control de bacterias que causan putrefaccion de semillas y plantulas de arroz mediante fagos

Reduccién de contaminacion experimental mediante el uso de bacteriéfagos en tomate,
espinaca, brocoli y derivados carnicos

Biocontrol por fagos y sus aplicaciones en produccion y procesamiento de alimentos
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Tratamientos para Mejorar
la Efectividad de los Fagos

FAGOS Y ANTIBIOTICOS PARA LA DESTRUCCION DE BIOPELICULAS

La utilizacién de antibiéticos para la remocién de bio-
peliculas presenta limitaciones, debido a que se elimi-
nan las bacterias metabdlicamente activas que estin
sobre la superficie; sin embargo, las bacterias en es-
tado sésil al intetior de las biopeliculas se ven poco
afectadas, haciendo que el efecto del antibiético no
sea el adecuado, e influyendo a que en ultima instancia
aparezcan subpoblaciones resistentes.

Como se ha mencionado previamente, los bacte-
riéfagos tienen la capacidad de reducir las biopelicu-
las y en la actualidad se ha empezado a explorar la
actividad sinérgica de ambos tratamientos® - > Un
ejemplo de ello es la utilizaciéon de fagos modificados
para inhibir la red SOS en E. /i de forma tal que
su inhibicién aumenta la letalidad de las quinolonas,
lo que demuestra que los fagos modificados pueden
mejorar el efecto de los antibidticos en las biopeli-

B8 Otro ejemplo del uso combinado de fagos

culas
y antibiéticos se ha explorado en la disolucién de las
biopeliculas de Staphylococcns aurens y P. aeruginosa; se
ha evidenciado que el fago PEV20 y ciprofloxacina
tiene un efecto antibacteriano sinérgico en la elimi-
nacién de biopeliculas de P. aernginosa en infecciones
pulmonares y quemaduras y, a su vez, se reduce la ne-
cesidad de emplear altas concentraciones de ambosP.
Las investigaciones adelantadas han mostrado que al
utilizar combinaciones de fagos y antibiéticos, la pro-
porcién de ambos tratamientos y las condiciones de
administracién tienen un gran impacto en el efecto
terapéutico. Por lo tanto, es importante determinar
adecuadamente las condiciones de la combinacién y
garantizar su seguridad y eficacial® *.

ESTRATEGIA DE COCTELES DE FAGOS EN LA ELIMINACION DE
BIOPELICULAS

El uso combinado de diferentes bacteriéfagos en for-
ma de mezcla, también denominado céctel de fagos
ha mostrado ser una estrategia potencial para tratar la
formacion de biopeliculas y sus problemas asociados.
El uso de cécteles de fagos permite controlar de for-
ma més efectiva un nimero mayor de bacterias, y se
puede reducir de forma sustancial poblaciones resis-
tentes. Hallazgos recientes han mostrado casos exito-
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sos en Europa y Estados Unidos, donde la utilizacién
de un coctel de fagos para el tratamiento de P. aerugi-
nosa multirresistente mostraron un mejor efecto, sin
presentar antagonismo, en comparaciéon con la utili-
zacién de un solo fago™). A su vez, otros hallazgos de
la utilizacion de los cécteles evidencian la reduccion e
inhibicién la dispersiéon de la biopelicula por P. aers-
ginosa en condiciones bidticas y abidticas™. En otros
modelos bacterianos, como K. Pueumoniae también se
han reportado el uso de cocteles para controlar la for-
macién de biopeliculas®.

Finalmente, la modificacién de fagos se plantea
como uno de los campos prometedores para mejorar
los tratamientos, en los cuales al emplear maltiples fagos
efectivos y rapidos puedan generar mejores resultados.

PRODUCCION DE LISINAS ASOCIADAS A BACTERIOFAGOS COMO
ESTRATEGIA DE ELIMINACION

Las lisinas son enzimas derivadas de fagos que pue-
den degradar el peptidoglicano bacteriano y tienen
un papel vital en el control de las biopeliculas. Se han
evaluado un nimero importante de lisinas y se ha re-
portado que la lisina CF-301 elimina biopeliculas en
una variedad de situaciones eliminando por comple-
to las biopeliculas de §. aureus que eran resistentes a
altas concentraciones de antibidticos (daptomicina
y ciprofloxacina)®. La Lisina P128 es una proteina
quimérica con una potente actividad anti-estafiloco-
cical® y posee un efecto destructor de la biopelicula
producida por vatios estafilococos®. Se ha explorado
también el intercambio de componentes estructurales
de diferentes lisinas para construir con éxito proteinas
con alta actividad bactericida y diferentes rangos de
sustratol®, Las combinaciones de lisinas y antibiticos
tiene un efecto sinérgico en el tratamiento de las bio-
peliculas de Streptococens y se espera que se convierta en
una nueva clase de firmacos anti-biopeliculal®* 1. Con
respecto a bacterias Gram negativas también se han
reportado lisinas con actividad frente a Acnetobacter
baumannii multirresistente en modelos murinos®l. De
igual manera, se han reportado otras protefnas dise-
fladas con efecto sobre la biopelicula de Streptococcus
mutans in vitro e in vivo, el cual se espera sea un agente
preventivo o terapéutico para el tratamiento de la ca-
ries dental [69]. Finalmente, esta amplia gama de in-
vestigaciones sobre las lisinas ha demostrado su capa-
cidad potencial para tratar varias bacterias patdgenas,



y se espera que se desarrolle como un farmaco alter-
nativo para el control de biopeliculas en el futuro™.

Otras aplicaciones en materia de
bacteriéfagos

Uso DE BACTERIOFAGOS EN SUPERFICIES

Con base en el uso potencial de bacteriéfagos en
varios contextos, también se ha explorado su papel
como desinfectante en el ambiente hospitalario, ya
que dicho ambiente esta colonizado por bacterias que
potencialmente podrian causar infecciones en los pa-
cientes hospitalizados. De hecho, la contaminacién
bacteriana persistente en las superficies representa la
principal causa de transmisién de las llamadas infec-
ciones asociadas a la atencion en salud (IAAS), que
son una de las complicaciones mas frecuentes e im-
portantes para los pacientes hospitalizados en todos
los centros sanitarios del mundo. Varios estudios han
demostrado que las superficies de los hospitales estan
persistentemente contaminadas por varios patégenos,
que pueden transmitirse a los pacientes por contacto

.72 Dentro de las especies bac-

y causat infecciones
terianas mas frecuentes encontradas en superficies se
desctiben: Pseudomonas aernginosa™™, Staphylococens an-
reus (incluido S. aureus resistente a meticilina, SARM)™ y
Escherichia coll™®, que ademas se encuentran entre los
agentes etiolégicos mds frecuentes causando IAAS.

Los frecuentes procesos de contaminacion, aso-
ciados con la presencia de pacientes colonizados
o infectados, hacen que la eliminacién de la conta-
minacién superficial sea una tarea dificil, ya que los
productos quimicos presentan desventajas, como el
efecto temporal, la capacidad de inducir resistencia a
antibiéticos o productos de limpieza a base de amonio
cuaternariol’” " y la eliminacién los microorganismos
de forma indiscriminada, incluyendo bacterias poten-
cialmente benéficas presentes en las superficies que
suelen actuar como “centinelas”.

La idea de utilizar bacteriéfagos como desconta-
minantes de supetficies abidticas ya se ha explorado, y
se han adelantado estudios in vitro con varias especies
bacterianas. Por ejemplo, la utilizacién de un coctel de
bacteriéfagos liticos frente a E. co/i E157:H7 redujo
significativamente las superficies contaminadas artifi-
cialmente con esta bacteria, como cubreobjetos de vi-
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drio y las placas de yeso, elegidos como prototipos de
materiales sélidos y porosos, respectivamente™. De
manera similar, se demostré que los cécteles de bac-
teriéfagos liticos reducen significativamente la canti-
dad de Salmonella spp. en superficies de vidrio y acero
inoxidable  https://doi.org/10.3390/v11090841 60,
Ademas, la actividad de descontaminacién de fa-
gos frente a otras bacterias asociadas a ambientes
intrahospitalarios, como _Acinetobacter banmannii re-
sistente a multiples farmacos y SARM se ha evalua-
do en supetficies de vidrio! fémites y ropal. Los
resultados concuerdan en el potencial que presentan
los fagos como descontaminantes de superficies. No
obstante, aun se tienen ciertas limitaciones, ya que
las condiciones experimentales distan un poco de
los entornos reales de atencién médica, ya que en la
mayorfa de los casos, los fagos se usaron contra altas
densidades bacterianas que favorecen el encuentros
fago-bacteria®), asi mismo, se diluyeron en grandes
volimenes de solucién acuosa, que son utiles para un
contacto prolongado fago-bacteria pero que requieren
que las superficies permanezcan hiumedas por mucho
tiempo y no son comparables con lo que sucede a
nivel hospitalariol™.

Finalmente, también se ha venido planteando
la utilizacién de sistemas combinados de fagos con
otros productos como probidticos y desinfectantes
buscando un efecto sinérgico en las superficies. Los
resultados de las pruebas in vitro han mostrado que
los fagos combinados con probibticos aparte de man-
tener la estabilidad resultaron en una actividad de
descontaminacién mas fuerte y mas rapida en com-
paracién con los probidticos y fagos usados de forma
individual®,

Uso DE BACTERIOFAGOS COMO ESTRATEGIA EN CONTROL
BIOLOGICO

La forma en la cual los bacteriéfagos invaden de for-
ma especifica a su hospedero y las herramientas enzi-
maticas que utilizan, hacen de estos unos candidatos
ideales dentro del control biolégico, especialmente en
areas como la agricultura, la que actualmente enfrenta
grandes retos en temas de manejo fitopatdgeno ya que
se empieza a reportar un numero importante de bac-
terias resistentes a los tratamientos convencionales.
Estudios recientes muestran que los bacteriéfagos
son efectivos en la disminucién del dafio causado por
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bacterias fitopatégenas como Burkholderia glumae y B.
plantarii agentes causales de la pudricién de plantas
de arroz™; sin embargo, uno de los desafios recae en
que los bacteriéfagos son sensibles a las condiciones
ambientales, como la radiacién solar, la temperatura
y la desecacién®?, por lo que investigaciones recien-
tes se han encaminado a desarrollar formulaciones de
proteccion para aumentar la actividad residual e incre-
mentar su eficacia y fiabilidad®”.

En este sentido, se han evaluado diferentes bacte-
ri6fagos co-inoculados con leche descremada y bacte-
ricidas a base de cobre contra Xanthomonas axonopodis
y V. citri agentes causales de antracnosis en citricos de
invernadero, reportando disminuciones importantes
en la tasa de enfermedad, asi mismo se han evaluado
asociaciones de inoculacién en rizomas® %! contra las
bacterias fitopatdégenas como Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas perforans y X. euvesicatoria.

El biocontrol mediante fagos también esta siendo
aceptado como una tecnologia limpia, segura, efectiva
y especifica al dirigir su accién contra bacterias pa-
togenas presentes en las comidas, por lo que se han
empezado a desarrollar y comercializar productos a
base de fagos a nivel mundial contra un nimero im-
portante de bacterias como Bacillus cereus, Canmpylobacter
Jejuni, Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, Shigella spp. y Staphylococcus aurens, entre
otros. El biocontrol mediado por fagos supone una
alternativa frente a los tratamientos tradicionales ba-
sados en quimicos o alternativas de descontaminacién
basadas en radiacidon, en ese sentido el biocontrol es-
pecifico permitiria la eliminacién selectiva de bacterias
patoégenas alimentarias sin comprometer la microbio-
ta beneficiosa de los alimentos, manteniendo de esta
forma la composicion microbiana natural preservan-

do su componente nutricional®.

ALTERNATIVAS CONTRA BACTERIAS RESISTENTES

Los fagos infectan a sus huéspedes bacterianos de for-
ma muy selectiva y esta propiedad se considera una
ventaja sobre el uso de antibidticos tradicionales, ya
que el tratamiento con fagos puede centrarse con pre-
cisiéon en el patégeno sin dafiar la microbiota acom-
pafiante®!. No obstante, aunque se ha observado que
las bacterias también podrian desarrollar resistencia a
9, 91

los fagos, su frecuencia es mucho menot®?'l; y se ha

contrarrestado su emergencia cuando se utilizan coc-
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teles de fagosP**2. Sin embargo, es un desafio obtener
un conjunto de fagos que sea efectivo contra todas las
vatiantes de un patégeno dadoP>*?. Puede habet una
compensacion entre el rango de hospederos y la efica-
cia terapéutica de un coctel para una especie especifica
de bacteria cuando: i) el nimero de fagos en un céctel
aumenta en un esfuerzo por incrementar el rango de
hospederos, 1i) el nimero de fagos contra un cepa es-
pecifica de bactetias puede disminuir. Por lo tanto, la
especificidad del huésped, aunque en teoria es benefi-
ciosa, plantea un problema prictico cuando se combi-
na con los fenotipos resistentes que puedan emerger.

Se plantea entonces una necesidad de adaptar fa-
gos de forma personalizada de tal manera que se limi-
te la presencia de fagos ineficaces y, por lo tanto, las
practicas de control se benefician de un uso racional y
dirigido que se ajusten dependiendo contra que bacte-
rias potenciales se esté enfrentando®.

La presencia de bacterias resistentes ha traspasa-
do fronteras y su presencia no solo se ha relacionado
con el entorno hospitalario™. Las aguas residuales
contienen una gran diversidad de microorganismos,
incluyendo bacterias patégenas; asi mismo, en ellas se
descargan gran cantidad de antibiéticos provenien-
tes de las actividades antropogénicas que provocan
la aparicién continua de bacterias resistentes, lo que
representa una gran amenaza para las especies y el me-
dio ambiente* ",

En este escenario la utilizacién de fagos para el
tratamiento de aguas residuales y como estrategia de
biocontrol son dos grandes aristas en las cuales se
debe ahondar.

TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

La contaminacién de las plantas de tratamiento de
aguas de consumo y tesiduales, por patdgenos bac-
terianos transmitidos por el agua, representa un pro-
blema de salud mundial, no solo como tresultado de
la constante morbilidad y mortalidad ambiental que
provoca, sino también por el alto costo de los méto-
dos comunes de desinfeccién en las plantas de tra-
tamiento, que incluyen procedimientos tanto fisicos
como quimicos. Hay una serie de posibles patdégenos
bacterianos transmitidos por el agua que incluyen a
bacterias como el Vibrio, Campylobacter, E. coli O157,
Salmonellay Shigelld®, que se sabe causan varias enfer-
medades con diferentes grados de severidad, y existe



una necesidad urgente de encontrar métodos efecti-
VOS para contrarrestar su crecimiento y propagacion
sin impactar el medio ambiente o aumentar la resis-
tencia a los antibiéticos. En la busqueda de enfoques
ideales para disminuir los patégenos transmitidos por
el agua, los bacteriéfagos se han considerado como
indicadores de contaminacién bacteriana y como
buenos candidatos para el tratamiento de aguas re-
siduales. La justificacién del uso de fagos como in-
dicadores se basa en su especificidad, por lo que se
pueden usar bacteribfagos como trazadores efectivos
de patégenos para monitorear y mejorar los métodos
de desinfeccion. Por otra parte, se ha propuesto el uso
directo de bacteriéfagos con fines de descontamina-
cién para la eliminacién de bacterias en sistemas de

Figura 4. Aplicaciones
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tratamiento aerébico ampliamente utilizados para re-
ducir la cantidad de materia organica mediante el uso
de microorganismos como Aeromonas, Psendomonas y
Campylobacter, y para el control de la espumal '™, Sin
embargo, la aplicacion efectiva del biocontrol de fagos
para el tratamiento de aguas residuales requiere una
comprension total y completa de la dindmica de las
comunidades microbianas, ya que estas poblaciones
varfan entre diferentes plantas, y por esta razén es im-
portante seleccionar y usar fagos especificos capaces
de atacar patégenos bacterianos no deseados.

En la figura 4 se describen las principales aplica-
ciones de los bacteriéfagos en las diferentes areas de
la clinica, la industria y el ambiente.
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Conclusiones

En la literatura cientifica se evidencia el uso potencial
de los bacteri6fagos como una estrategia de control
en importantes y diferentes contextos. Los resultados
relacionados con el uso de bacteriéfagos para la dis-
minucién o remocién de biopeliculas, en sectores de
la medicina, la agricultura y la industria son bastante
prometedores. En la industria alimentaria el uso de
fagos ya estd aprobado y en vigor, no obstante en
otras areas, todavia deben resolverse algunos proble-
mas técnicos antes de que los fagos puedan usarse
ampliamente como descontaminantes. En conjunto,
los resultados informados abren el camino a nuevas e
interesantes perspectivas para mejorar la salud huma-
na, procesos industriales y al mismo tiempo, obtener
un medio ambiente m4s saludable.
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Resumen

Streptomyces son bacterias Gram positivas que pertenecen al phylum
Actinobacteria. Dentro de este género, la especie que mds se destaca
es Streptomyces coelicolor que codifica mas de 20 grupos de genes
involucrados en la biosintesis de metabolitos secundatios bioactivos
como antibiéticos, los cuales han sido relevantes en medicina y
biotecnologia. Esta revision tiene como objetivo identificar el potencial
que tienen los pigmentos producidos por S. coelicolor mediante la
aplicaciéon de la nanotecnologia en la sintesis de nanoparticulas
de plata, como una alternativa en el tratamiento de infecciones
causadas por microorganismos resistentes. Hallazgos obtenidos
en diferentes trabajos, resaltan las propiedades de esta especie para
producir metabolitos secundarios como compuestos antibacterianos,
antifungicos, antivirales, antitumorales y anti-hipertensivos. Ademas,
este grupo de bacterias son ideales para la formacién de nanoparticulas
de plata extracelular e intracelularmente, ya que les proporciona una
adecuada estabilidad como también polidispersidad, demostrando
una amplia actividad bactericida contra microorganismos como
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Staphylococcus anreus, Proteus vnlgaris, Escherichia coli, Shigella dysenteriae,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhi. De esta manera, surge un gran
interés por estos nanomateriales con actividad antimicrobiana, como
una alternativa terapéutica para el control de patégenos resistentes a los
farmacos tradicionales y como nuevos biocidas seguros y beneficiosos
en el control de infecciones.
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Abstract

Streptomyces are Gram-positive bacteria that belong
to the phylum Actinobacteria. Within this genus, the
species that stands out most is Szreptomyces coelicolor (S.
coelicolor), which encodes mote than 20 groups of ge-
nes whose products are involved in the biosynthesis
of bioactive secondary metabolites as antibiotics with
extensive medical and biotechnological applications.
The objective of this review is to identify the poten-
tial of pigments produced by . coelicolor through the
application of nanotechnology in the synthesis of
silver nanoparticles as an alternative treatment for in-
fections caused by resistant microorganisms. Findings
obtained from different studies revealed the capacity
of this specie to produce secondary metabolites such
as antibacterial, antifungal, antiviral, antitumor, and
antihypertensive compounds. This group of bacteria
is ideal for the production of silver nanoparticles ex-
tracellulatly and intracellularly since they provide ade-
quate stability as well as polydispersity, demonstrating
a broad bactericidal activity against microorganisms
such as Staphylococcus aurens, Protens vulgaris, Escherichia
coli, Shigella dysenteriae, Klebsiella pnenmoniae, and Salmone-
la typhi. Therefore, there is great interest in these na-
nomaterials with antimicrobial activity as a therapeu-
tic alternative to control the emergence and spread of
antimicrobial resistance and new safe and beneficial
biocides in infection control.

Keywords: Bacterial Drug Resistance. Nanotech-
nology. Nanoparticle. Pigments. Streptomyces coelicolor.
Actinorhodin.

Introduccion

Desde tiempos inmemorables se ha empleado la plata
en sus distintas formas como un medicamento para
curar heridas y como tratamiento de distintas enfer-
medades. La actividad antimicrobiana de la plata, se ha
explorado en diferentes formulaciones farmacéuticas
como ungiientos, en ropa quirurgica e incluso reves-
timientos de dispositivos médicos®. En la actualidad,
esta propiedad antimicrobiana ha sido comprobada
con mayor efectividad como patticulas pequefias de
hasta 100 nm conocidas como nanoparticulas de pla-
ta, demostrando que expresan mejor sus caracteristi-
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cas con respecto a las particulas de mayor tamafio. Su
uso ha sido aplicado en distintos campos como la pu-
rificacién del agua, el envasado de productos alimen-
ticios y pinturas de particulas de plata, entre otros.®

En varios estudios se ha demostrado que las acti-
nobacterias tienen la facultad de producir metabolitos
secundarios que pueden sintetizar este tipo de particu-
las de plata®. Las bacterias pertenecientes a este géneto
son bacterias Gram positivas distribuidas ampliamente
en diferentes ambientes, desempefiando un rol fun-
damental en la mineralizaciéon de materias organicas
complejas®. Dentro de este género, una de las especies
que se destaca es Strepromyces coelicolor, la cual codifica
mas de 20 grupos de genes involucrados en la bio-
sintesis de metabolitos secundarios con propiedades
antimicrobianas, antitumorales y anti-hipertensivas,
entre otras™™?, constituyendo un importante potencial
biotecnolégico como fuente de nuevas moléculas an-
timicrobianas, o en la optimizacién de la actividad de
los antibidticos actualmente en uso®. Asi mismo, las
nanoparticulas de plata sintetizadas parecen ser toxicas
para bacterias aerébicas y anaerébicas aisladas de plan-
tas de tratamiento de aguas residuales®.

Por otro lado, en los dltimos afios se ha evidencia-
do un incremento, a nivel mundial, de cepas bacteria-
nas resistentes a los antibiéticos de uso convencional.
Esta situacién ha generado en la comunidad cientifica,
un gran interés en la busqueda de alternativas al uso
de antibiéticos con el aprovechamiento de la tecnolo-
gia de nanoparticulas de plata, con el fin de encontrar
nuevos materiales biocidas seguros y beneficiosos.

Por lo anterior, el objetivo de esta revision es iden-
tificar el potencial que tienen los pigmentos produ-
cidos por S. coelicolor mediante la aplicacion de la na-
notecnologia en la sintesis de nanoparticulas de plata,
como una alternativa en el tratamiento de infecciones
causadas por microorganismos resistentes. Se recopi-
16 informacién del tema ampliando el conocimiento
que servira de base para futuras investigaciones acerca
de la capacidad de estos metabolitos.

Caracteristicas generales
del género Streptomyces

Elgénero Streptomyces se representa por bacterias Gram
positivas que pertenecen al Phylum Actinomybacteria,
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clase Actinobacteria, orden Actinomycetales, familia
Streptomycetaceae y género Streptomyces, dentro del
cual, la especie mas representativa es Streptomyces coeli-
color. Esstas bacterias se distribuyen ampliamente en el
suelo y representan entre el 5 y 30 % del total de mi-
croorganismos y desempefian un papel fundamental
en la mineralizacién de materias organicas comple-
jas®; son capaces de crecer y sobrevivir en ambien-
tes adversos como suelos alcalinos o salinos, bosques,
desiertos, playas y ambientes acuaticos.”)

Esta especie se destaca por su capacidad para
producir metabolitos secundarios, como compuestos
antibacterianos, antifungicos, antivirales, antitumora-
les, anti-hipertensivos, antiprolificas, antioxidantes, y
varias enzimas extracelulares®*!10,
durante el cambio de la fase logaritmica a la fase es-

lo que suele ocurrir

tacionaria del crecimiento. Se ha reconocido su po-
tencial biotecnolégico, siendo responsables de la pro-
duccién de dos tercios de las moléculas microbianas
comercialmente disponibles!. Estudios respecto a la
produccién antibidtica de este género comenzaron al-
rededor de 1940 y contindan en la actualidad debido a
la urgencia de hallar nuevos farmacos efectivos contra
bacterias multi-drogo-resistentes (MDR)®©.

Las bacterias del género Strepfomyces tienen una
forma filamentosa, poseen un ciclo de vida comple-
jo y un mecanismo de esporulacién que implica ti-
pos celulares diferenciados, cada una con funciones
definidas (Fig. 1). El ciclo comienza con una espora
que germina cuando las condiciones del medio son
favorables, conformandose una hifa vegetativa que se
va ramificando para dar lugar a un micelio formado
por un entramado de hifas. Estas hifas crecen en ex-
tensién y ramificaciéon de la punta, generan paredes
transversales en ubicaciones esporadicas, pero no se
dividen; muchos cromosomas comparten cada com-
partimento delimitado por paredes cruzadas. Este mi-
celio, que recibe el nombre de “micelio vegetativo o
micelio sustrato”, crece de forma exponencial gracias
a los nutrientes que encuentra en el sustrato en el cual
penetran sus hifas®?.

Un segundo tipo de células filamentosas ocurre
cuando las condiciones se vuelven adversas, como por
ejemplo cuando los nutrientes escasean, denominado
“micelio aéreo”. A diferencia del micelio del sustrato,
el micelio aéreo se somete a una septaciéon que las divi-
de en compartimentos, formando estructuras esporo-
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génicas hidréfobas, emergiendo en el aire sobre el mi-
celio vegetativo, del cual aprovechan los nutrientes que
se generan tras la autolisis que se produce en el mismo,
en un proceso de muerte celular programada®?.

Cuando finaliza el crecimiento del micelio aéreo
se forman septos sincrénicos, los cuales delimitan una
unica copia del genoma. Tras un proceso de madura-
cién, cada compartimento da lugar a una espora viable
durante largos periodos, que sera dispersada por dis-
tintos medios antes de comenzar de nuevo el ciclo®®.
El proceso de germinacién, cuando se considera la
tasa de una sola espora o la probabilidad de germi-
nacién dentro de una poblacién de esporas, cambia
entre diferentes especies Streptomyces. Algunas especies
como S. viridochromogenes y S. granaticolor muestran una
germinacién rapida, con casi todas las esporas germi-
nando. Por el contrario, otras especies como §. coelico-
lory S. venezmelae germinan mas despacio con una parte
de esporas que no se desarrollan o germinan®?.

Figura 1. Ciclo de vida de Streptomyces. Se indican las principales
fases del ciclo de vida del género Streptomyces. Tomado de:“.

Se han descrito mas de 533 especies, la mayoria de
las cuales tiene un estilo de vida saprofitico, siendo el
suelo su ambiente natural, donde sobreviven gracias
a la accién de diversos tipos de enzimas hidroliticas
extracelulares, que descomponen restos de material
organico, vegetal, fungico y de otros organismos, li-
berando nutrientes al medio. Enzimas tipo celulasas,
xilanasas y quitinasas son parte de esta variedad secre-
tora, lo que le permite adaptarse a las necesidades de
los hébitats que colonizan®®.
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Streptomyces coelicolor es el representante mas cono-
cido de este género, posee un genoma completamente
secuenciado que lo ha posicionado como un organis-
mo modelo de investigacion”. Tiene un genoma de
8,7 Mb que codifica para mas de 20 grupos de ge-
nes implicados en la biosintesis de varios metabolitos
secundatios especializados, los cuales son la base de
gran parte de los antibiéticos en uso®. Adicionalmen-
te, la manipulacién genética y quimica de estas vias
reguladoras se han aprovechado en la busqueda de

nuevos farmacos®®!,

Pigmentos producidos
por S. coelicolor y sus aplicaciones

Muchos pasos del ciclo de vida de estas bacterias
estan coordinados con la produccién de metaboli-
tos secundarios, representados en algunos casos por
una pigmentacién brillante. Los micelios del sustrato
producen metabolitos especializados, los cuales han
sido catacterizados y nombrados como, actinorhodi-
na o pigmento azul (ACT), undecilprodigeosina o pig-
mento rojo (RED), antibiético dependiente del calcio
(CDA) y Coelimicina A o pigmento amarillo (CPK A,
precursor de las coelimicinas amarillas P1 y P2) (Fig.
2). La finalizacién de la maduracién de las esporas
esta marcada por la deposicién de un pigmento gris
en las paredes de las esporas®?. Estos pigmentos han
demostrado una importante actividad antimicrobiana.

RED

Figura 2. Pigmentos producidos por S. coelicolor. Estructuras 2D
obtenidas desde ChemSpider (http://www.chemspider.com/
Chemical-Structure).
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Su produccién es inducida por sefiales ambien-
tales, fisiologicas o de limitaciéon de nutrientes junto
con la autolisis del micelio vegetativo y el posterior
rescate de sus constituyentes para formar micelio aé-
reo que permita la esporulacion®?®). Cada grupo de
genes biosintéticos codifica su propia via especifica de
proteinas reguladoras de antibidticos de Streptomyces
(SARPS): CpkO (anteriormente KasO) y CpkN (gru-
po cpk), CdaR (grupo cda), RedZ y RedD (grupo
rojo) y Actll-orf4 (grupo act)!®.

La biosintesis de estos metabolitos estd bajo una re-
gulacién compleja que involucra reguladores situados
en grupos (CSR) y reguladores globales (pleiotrépicos).
Estos dos tipos de reguladores funcionan normalmen-
te en cascada, los efectos de los reguladores globales
sobre la biosintesis de metabolitos secundarios suelen
estar mediados directamente a través de CSR@®.

El pigmento azul o actinorhodina (ACT), es un
compuesto que ha servido como un modelo excep-
cional para la investigacién genética y bioquimica del
metabolismo secundario. El grupo de genes biosin-
téticos de ACT de S. coelicolor abarca mas de 25 kb y
contiene siete regiones de genes que codifican pro-
tefnas relevantes patra su biosintesis®. Tiene tres ca-
racterfsticas quimicas destacadas. Primero, su pigmen-
tacion es sensible al pH (es roja a pH 4cido y azul a
pH basico); en segundo lugar, es redox activa y puede
actuar en reacciones de ciclo redox; y en tercer lugar,
se ha demostrado que actda como érgano catalizador
de reacciones oxidativas 7 vitro®.

ACT es el primer antibidtico de S. coelicolor cuyo
grupo de genes biosintéticos fue clonado y ha sido
empleado como sistema patra estudiar la biosintesis y
regulacion de antibidticos. La razén primordial para se-
leccionar este pigmento es su capacidad antimicrobiana
y que ademas, si se utiliza como un agente reductor,
la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de
plata sintetizadas puede potenciarse®. Aunque se ha
considerado un antibidtico de baja actividad frente a
bacterias Gram positivas, nuevos estudios revelan que
es un contundente bacteriostatico a pH apropiado, que
actia sobre la pared celular y el ADN, y puede inactivar
enzimas como la ADN girasa o la topoisomerasa IV@.

El pigmento rojo o undecilprodigeosina (RED),
es un compuesto con estructura de tripirrol hidrofo-
bico que puede ser producido como metabolito se-
cundario por diferentes organismos®. Su esqueleto
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se forma partiendo de una prolina, una glicina, una
setina y varias unidades de acetato®. Tiene activida-
des antimicrobianas, propiedades inmunosupresoras,
antipaludicas y anticancerigenas®®. No obstante, su
funcién en la bacteria no estd definida; sin embargo,
se ha referido que tiene efectos protectores contra luz
ultravioleta, radiacién y dafio oxidativo o que puede
desempefiar un papel importante en los procesos de
muerte programada del ciclo celular®.

El antibiético dependiente del calcio (CDA), es un
lipopéptido no ribosémico. Consta de una cadena late-
ral de acido graso N-terminal trans-2,3-epoxyhexanoyl
y varios residuos de aminoacidos no proteinogénicos.
Elimina bacterias Gram positivas solo en presencia de
iones de calcio; por esta razén se le llamé «dependien-
te del calcio». Se desconoce su modo de accién, pero
se cree que es similar al de otros antibiéticos lipopép-
tidos 4acidos, como daptomicina, friulimicinas y anfo-
micinas®. Ta actividad antibi6tica de la daptomicina
ocurre por la alteraciéon de mualtiples aspectos de la
funcién de la membrana. Este mecanismo de accion
hace que los compuestos relacionados con la dapto-
micina, incluido el CDA, inhiban bacterias resistentes
a los antibiéticos de uso comun, como las cepas de
Staphylococcus aunrens resistentes a meticilina (MRSA) y
los enterococos resistentes a la vancomicina (VRE)©”.

La Coelimicina A o pigmento amarillo (CPK A), es
el metabolito especializado que se sintetiza mas tem-
prano en el ciclo de vida del microotganismo (31). Esta
formado por 19 genes de los cuales se han caracteriza-
do tres. El primero abCPK, es incoloro, es el unico con
actividad antibidtica, y se cree que setfa un intermedia-
rio de la ruta biosintética de la coelimicina P1; el segun-
do coelimicina P1 esta identificada como un alcaloide;
y el tercero coelimicina P2, es un pigmento amarillo que
se ha intentado asignar a un aducto de glutamato o a
un intermediario de la ruta de la coelimicina P1, las dos
ultimas no tienen actividad antibitica®?.

Nanoparticulas de plata,
sintesis y usos potenciales

La nanotecnologia es una ciencia que se ocupa de
la sintesis de materiales a nanoescala (tamafio entre
1 a2 100 nm) y sus aplicaciones®. Las nanoparticu-
las poseen caracteristicas innovadoras con respecto
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a las particulas de mayor dimensién del material que
las componen®. Pueden ser producidas a pattit de
diferentes metales incluyendo oro, plata, zinc y otros.
Dentro de los cuales se destacan las nanoparticulas
de plata, gracias a sus propiedades fisicoquimicas, lo
que ha permitido que este metal sea empleado en una
amplia gama de aplicaciones derivadas del control de
la forma y el tamafio®*.

De manera especifica, las nanoparticulas de pla-
ta han demostrado tener una importante aplicacién
en areas como la produccion de biomateriales, puri-
ficacién del agua, envasado de productos alimenti-
cios, formulaciones farmacéuticas como ungientos
pata quemaduras®*®, antimicrobianos en sus distintas

formas®>*

, ¥ mas recientemente, en el recubrimien-
to estéril para dispositivos biomédicos y telas de uso
clinico, favoreciendo el control de infecciones en pa-
cientes a nivel intrahospitalario, donde actian como
agentes antimicrobianos, inhibiendo el crecimiento de
varios patdgenos®.

Las nanoparticulas de plata pueden ser sintetiza-
das por métodos fisicos y quimicos; sin embargo, la
sintesis quimica conlleva peligrosos efectos secunda-
rios por el uso de productos téxicos®. En contraste,
los métodos biologicos se proyectan como una altet-
nativa segura, rentable y ecoldgica®.

Se han propuesto dos enfoques basicos, “de abajo
hacia arriba” y el “enfoque de atriba hacia abajo”, para
la sintesis de nanoparticulas. El «enfoque de arriba ha-
cia abajo» se ocupa de la fabricacién de nanoparticulas
utilizando material a granel (los mas grandes) para di-
rigir su ensamblaje; y el «enfoque de abajo hacia arri-
ba» es responsable de la construccién de sistemas mas
grandes y complejos comenzando en el nivel molecu-
lar y manteniendo un control preciso de la estructura
molecular®,

Existen diferentes organismos unicelulares y mul-
ticelulares de los cuales se puede obtener materiales
inorganicos intra o extracelularmente. Algunos de
estos son capaces de absorber y acumular metales fa-
voreciendo la reduccién y el control de la topografia
nanoestructural de iones metalicos, siendo utiles en
la sintesis de nanoparticulas de plata®’. Microorga-
nismos como Aspergillus flavus®?, Rhizopus stolonifer™

3 entre otros, han demostrado ser

y Neurospora crassa
efectivos y de baja toxicidad, tanto as{ que es recono-

cido como un medio potencial de nanosintesis®®.
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Actividad de nanoparticulas de plata contra
bacterias resistentes

La plata iénica es altamente téxica para la mayorfa de
las células bacterianas; sin embargo, se ha demostrado
que varias cepas bacterianas resistentes a la plata, la acu-
mulan en nanoparticulas en su espacio petipliasmico®.
Los efectos de las nanoparticulas de plata sobre los mi-
croorganismos han atraido una atencién considerable;
no obstante, hay pocos teportes sobre si éstas pueden
afectar el metabolismo secundario de los microorganis-
mos. De otro modo, estudios realizados en diferentes
especies bacterianas indican que, podrian ser toxicas al
inducir la generacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y causar dafio a la membrana celular®, asi como
afectar la formacién de biopeliculas®®.

En estudios previos se ha planteado que estas se
unen a la superficie de la membrana celular, afectando
la permeabilidad celular y las funciones respiratorias
de la célula, pero también pueden introducirse en el
interior de las bacterias e inactivar la replicacién del
ADN provocando la muerte celular, siendo las par-
ticulas mas pequefias la que representan una mayor
superficie disponible para la interaccién e impacto
bactericida con respecto a las mas grandes®”.

El potencial antimicrobiano de las nanoparticulas
de plata se ha evaluado frente a una amplia gama de
patégenos, incluidos bacterias MDR y hongos. Las
inusuales propiedades fisicoquimicas de las nanopat-
ticulas de plata las han destacado como agente antimi-
crobiano para aplicaciones médicas®*), se atribuyen
a su tamafo (<10 nm), estructura superficial, grupos
reactivos y recubrimientos.

Se ha demostrado que estas nanoparticulas, exhi-
ben una amplia actividad bactericida contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas, asi como cepas
multi-drogo-resistentes, pero ademas de esto, tienen
actividad antibacteriana reactiva contra patbégenos
como Staphylococcus anrens, Protens vulgaris, Escherichia
coli, Shigella dysenteriae, Klebsiella pnenmoniae y Salmone-
lla typhi. Adicionalmente, se ha observado que al ser
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combinadas con antibiéticos mejoran los efectos anti-
microbianos al optimizar la potencia, lo que mejoraria
las propiedades antimicrobianas de los antibiéticos y
disminuiria la dosis de antibiético contra patégenos
MDR®, lo que podtia, a largo plazo, evitar la genera-
cién de resistencia bacteriana.

Una de las problematicas mas importantes que
afronta la humanidad es el incremento de la resis-
tencia que estan presentando los microorganismos
a fairmacos, pues limitan su accién terapéutica. Esto
causa gran preocupaciéon dado que en un futuro
pueden quedar pocos o ningun antibidtico para tratar
este tipo de agentes infecciosos. Por consiguiente,
avanzar en la producciéon de nuevos medicamentos
o con mejoras, sin duda alguna generard un impacto
positivo®?.

El desarrollo e implementacién de estrategias con-
tra la propagacién de superbacterias es una prioridad
para la salud publica. Ademas de aumentar la concien-
cia social sobre el uso indiscriminado de antibidticos,
enfoques como el descubrimiento de nuevas molécu-
las con actividad antimicrobiana y el esclarecimiento
de los mecanismos de resistencia son medidas comu-
nes que se deben fortalecer™®.

Sintesis de nanoparticulas de plata con acti-
vidad antimicrobiana a partir de pigmentos
producidos por S. coelicolor

Aun cuando es bien conocida la actividad antimicro-
biana de las nanoparticulas de plata, se ha demostrado
que la sintesis verde de estas, a partir de la combi-
nacién del pigmento azul (Actinorhodina) producido
por S. coelicolor y el nitrato de plata (AgNO,) en solu-
cién, generd nanoparticulas de plata mediante fotoi-
rradiacién durante aproximadamente 20 minutos, con
actividad mejorada frente a S. awurens resistente a me-
ticilina (MRSA) (Fig. 3). Estas nanoparticulas demos-
traron, ademas de producir un cambio de color, tener
un tamafio bastante pequefio y forma irregular®.
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Figura 3. Sintesis de nanoparticulas de plata a partir de los pigmentos de S. coelicolor generadas por fotoirradiacién y su actividad

antimicrobiana. Tomada y modificada de: ©7.

Las adecuadas condiciones de crecimiento como
componentes del medio, el pH, la temperatura, la con-
centracion del sustrato y el tamafio del in6culo, favore-
cen no solo el crecimiento, sino que ademas contribuyen
a la productividad y control de la actividad enzimatica
que interviene en la sintesis de estas nanoparticulas®.

Se ha comprobado que los pigmentos por si solos
no revelan ninguna actividad antimicrobiana, pero por
el contrario, si estos son utilizados para sintetizar na-
noparticulas de plata, manifiestan una notable capaci-
dad para inhibir o eliminar el crecimiento de bacterias
como E. coli productor de beta-lactamasa de espectro
extendido (ESBL), entre otras®. Estudios en los que
se ha evaluado la actividad antimicrobiana de nano-
particulas de plata con pigmentos de S. coelicolor, desta-
can que es un proceso amigable con el medio ambien-
te, ya que solo se utiliza el pigmento microbiano para
la sintesis en lugar de productos quimicos téxicos; no
hay posibilidad de contaminacién y el proceso es facil
de reproducir mediante una sintesis corta, por lo que
se puede utilizar a escala industrial®”.
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De otro modo, se ha identificado actividad inhibi-
toria de las nanoparticulas de plata sobre la formacién
de biopeliculas al reducir la densidad de las células
bacterianas, y evitando la agregacion®. La formacion
de biopeliculas es uno de los mecanismos mas utiliza-
dos por los microrganismos patdgenos para la persis-
tencia y colonizacién de diferentes supetficies, lo que
les confiere una mayor resistencia a los antibiéticos,
por lo tanto, el efecto anti-biopelicula de estas nano-
particulas es una propiedad importante, que debe ser
considerada.

Esta evidencia demuestra que las nanoparticulas
de plata generadas a partir de pigmentos de . coelico-
Jor, son una interesante alternativa terapéutica contra
las infecciones causadas por las bacterias resistentes
mas relevantes en salud publica®. Nuevos estudios
son necesarios para evaluar su actividad frente a otras
bacterias de vigilancia epidemiolégica, conocer el me-
canismo de accién o el blanco de estas particulas y
evaluar su actividad combinada o sinergia con los an-
tibiéticos en uso.
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Conclusiones

Financiacion

La nanotecnologia es la aplicacién de materiales de
escala de tamafio nano (1-100 nm) para el desarrollo
de la ciencia. En el campo de la medicina y la bio-
tecnologfa, las nano particulas de plata han tenido di-
ferentes aplicaciones, especialmente como antimicro-
bianos. Sin embatgo, existe una crucial necesidad de
desarrollar protocolos ecolégicos para la sintesis de
nanoparticulas, ya que los métodos quimicos causan
contaminacién debido al uso de solventes toxicos.

Los métodos biolégicos para la biosintesis de na-
noparticulas de plata, que utilizan microorganismos,
ha generado un gran interés como alternativas senci-
llas y amigables con el medio ambiente. La biosintesis
de nanoparticulas usando actinomicetos como . coels-
color ha sido reportada. Estas bacterias son conocidas
por la produccién de antibidticos y otros metabolitos
de importancia biotecnolégica.

La biosintesis de nanoparticulas de plata a partir
de la combinacién de los metabolitos secundatios
o pigmentos antibacterianos producidos por el S.
coelicolor, mediante métodos como la fotoirradiacién,
resultan ser una alternativa innovadora para producir
estos nanomateriales en corto tiempo, de manera
amigable con el ambiente y pudiendo proyectarse a
escala industrial.

La actividad antibacteriana de estas nanoparti-
culas ha demostrado efectividad frente a bacterias
de importancia clinica como MRSA y ESBL, entre
otras. De manera interesante, estas nanoparticulas
presentan una actividad sinérgica cuando se usan en
combinacién con los antibiéticos de uso comun, po-
tenciando la actividad frente a bacterias MDR y en
concentraciones menores del antibiético. Algunos
estudios sugieren que las nanoparticulas tienen efec-
to inhibitorio en la formacién de biopeliculas bacte-
rianas, alterando este importante factor de virulencia
y persistencia microbiana.

Por consiguiente, el uso de nanoparticulas de pla-
ta a partir de pigmentos antibacterianos producidos
por el 8. coelicolor, podtian ser una potencial alternativa
farmacéutica que logre hacer frente a la problemati-
ca mundial de resistencia bacteriana, considerando su
efectividad y produccién sustentable.
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Resumen

Introduccion: las parasitosis intestinales siguen siendo un problema de
salud publica que afectan a paises en vias de desarrollo como México,
ya que se encuentran entre las 20 principales causas de enfermedad,
produciendo una pérdida econémica importante, y afecta a individuos
de todas las edades y sexo, en especial la poblacién pediatrica.
Objetivo: conocer el panorama general de los protozoos intestinales en
México en un periodo de 20 afios, con la finalidad de reforzar acciones
tendientes a disminuir su incidencia y prevalencia.

Métodos: a partir de la buisqueda bibliografica en PUBMED,
ScienceDirect, SpringerLink, Scielo, Google Académico y ClinicalKey
se realizé un andlisis retrospectivo de los protozoos intestinales en
México del afio 2000 al 2020; se obtuvo infromacion epidemioldgica
y reportes clinicos con la finalidad de realizar analisis comparativo. La
Republica Mexicana se dividi6 en 8 zonas geograficas.

Resultados y conclusiones: s¢ evidencié un comportamiento y enfoque
epidemiolégico influenciado por las caricteristicas diversas de cada
zona, ademas de afirmar que las infecciones por protozoos intestinales
siguen persistiendo considerablemente, entre ellas destacan las
producidas por Giardia lamblia, Entamoeba bistolytica y Blastocystis hominis.
Sin embargo, existen zonas en las que no es posible interpretar los
datos debido a que cuentan con informacién limitada. Asi mismo, para
el control de las parasitosis, es necesario intensificar la investigacion,
difusién de la informacion, aplicar medidas de prevencion y el correcto
diagnéstico dentro de la poblacién mexicana.

Palabras clave: Protozoos, Enfermedades Intestinales, Mexico,
Epidemiologia, Prevalencia
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Abstract

Introduction: Intestinal parasites continue to be a
public health problem, affecting underdeveloped cou-
ntries such as Mexico, as they are amongf the 20 main
causes of disease. They produce a significant loss of
millions of years of potential life, affecting people of
all ages and genders, particulatly children.

Objective: To obtain a general overview of intestinal
protozoa in Mexico over a petriod of 20 yeats to re-
inforce actions aimed at reducing their incidence and
prevalence.

Methods: From a bibliographical search in PUB-
MED; ScienceDirect; SpringerLink; Scielo; Google
Scholar, and ClinicalKey, a retrospective analysis of
intestinal protozoa in Mexico, from 2000 to 2020 was
carried out, obtaining information on epidemiological
content and clinical reports to perform a comparative
analysis. The Mexican Republic was divided into eigh
geographical zones.

Results and conclusions: An epidemiological behavior
and approach influenced by several characteristics of
each area were evidenced, in addition to this, affir-
ming that intestinal protozoan infections such as Grar-
dia lamblia, Entamoeba bistolytica and Blastocystis hominis
stubbornly petsist. However, due to limited informa-
tion, data from some areas have been impossible to
interpret. Likewise, for the control of parasites, it is
necessary to intensify research, disseminate informa-
tion, and apply preventive measures and the correct
diagnosis within the Mexican population.

Keywords: Protozoos, Intestinal Diseases, Mexico,
Epidemiology, Prevalence

Introduccion

El tracto digestivo del hombre es capaz de albergar
una gran variedad de parasitos tanto patégenos como
comensales;! estos al ser agentes causales de las in-
fecciones parasitarias, se consideran un problema de
salud publica en todo el mundo aunado a su alta tasa
de morbi-mortalidad, ya que producen la pérdida de
millones de aflos de vida potencial, y afecta a paises
en vias de desarrollo, como lo es México, en donde se
encuentran entre las 20 principales causas de enfer-
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medad, con aproximadamente el 53 % de la poblacién
general diagnosticada con enteroparasitos. Gran parte
de su prevalencia se debe a que los hibitos y costum-
bres humanas se interrelacionan con los ciclos de vida
de los protozoarios.*l

Si bien las poblaciones de parésitos intestinales
han disminuido, nunca se han eliminado del todo,
pues en las poblaciones donde prevalecen si bien se
encuentran disminuidas en cantidad, aun conservan
su potencial reproductivo que les permite mantenerse
de forma endémica segin lo reportado por Tapia et
al.’! Razén por la cual el presente trabajo cobra gran
relevancia, ya que se hace una revisién de la literatura
disponible que nos permitird comprender de mejor
manera como se comportan los protozoos intestina-
les en México, como resultado de la interaccion de
factores sociales, geograficos, econémicos, culturales,
histéricos y politicos.)

Metodologia

La literatura revisada se obtuvo de manera electréni-
ca en PUBMED, ScienceDirect, SpringerLink, Scielo,
Google Académico y ClinicalKey, usando las siguien-
tes palabras clave; “Parasitosis México”, “Patasitosis
Intestinales” e “Infecciones por Protozoos”, apli-
cando los siguientes filtros; “humanos» y “articulos”,
publicados entre el 2000-2020. Se recopilaron 334
trabajos sobre protozoos intestinales en México, los
cuales, debido a que el pais cuenta con un gran terri-
torio geografico, con caracteristicas muy diversas, no
es posible extrapolar los datos de frecuencia general a
cualquiera de las regiones de la Repuiblica Mexicana,
por lo tanto, se clasificaron en 8 zonas geograficas:
Norponiente, Norte, Nororiente, Poniente, Centro,
Sur, Oriente y la Peninsula de Yucatan. (Fig. 1) Esta
informacién fue organizada para evidenciar la activi-
dad en investigacién de cada zona (Tabla 1); de estos
trabajos originales, se revisé y analiz6 la informacién a
fin de conocer la situacién epidemiolégica en cuanto a
factores bidticos, abidticos, factores de riesgo, grupos
etarios afectados, metodologia utilizada en cada caso
y datos clinicos reportados.



Figura 1. Mapa de la republica mexicana que muestra la divisién
en 8 zonas geograficas y los estados correspondientes a cada una
de ellas.

PROTOZOOS INTESTINALES EN MEXico

Este grupo de agentes ha sido tema de importancia
en materia de salud publica, lo cual se ve reflejado en
el creciente numero de publicaciones en la mayoria de
los estados de la Republica Mexicana a lo largo de los
afios (Tabla 1); sin embargo, las parasitosis intestinales
continuan existiendo y provocando una seria repet-
cusién econdémica y social en la poblacion en general.

ZoNA NORPONIENTE

Esta zona se caracteriza por contar con diferentes
ecosistemas a lo largo de su territorio, desde matorra-
les y pastizales hasta areas selvaticas. Las montafias
son los elementos mas caracteristicos aunque
también cuenta con un gran nimero de rios, lagunas
y amplios desiertos. Econémicamente es una region
de gran relevancia donde destacan actividades como
industria, turismo, minerfa, comercio y actividades
agropecuarias.’

En dicha regién en general, Giardia lamblia se en-
cuentra por encima de otros protozoos con reportes
del 49 %."1 Por otra parte, en el estado de Nayarit, las
publicaciones son escasas; sin embargo, unicamen-
te en este estado se reporta una alta frecuencia para
Entamoeba histolytica con prevalencia de hasta el 59
%." Existen estados que catecen de investigaciones

sobre protozoos intestinales, como Baja California

Sur (Tabla 1).
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Las protozoosis reportadas en esta zona, debido
a su localizacién geografica, se asocian de manera re-
lavante con la exposicién al agua contaminada la cual
es utilizada como forma recreativa en playas, rios y
lagunas hasta su uso en la agricultura,"'? en donde
el estado de Sinaloa cobra mayor relevancia por ser
reconocido como un importante productor agricola
nacional,®! este aspecto se ha vinculado con infec-
ciones tanto a nivel nacional como internacional, en
especial debido a la asociacién en la exportacién de
alimentos contaminados y el aumento en los brotes
de enfermedades transmitidas por estos, reportados
ptincipalmente en Estados Unidos.!"!

Sumado a esto, al ser una zona turistica, el patri-
monio gastronémico también representa un factor de
riesgo en la presencia de protozoos intestinales, des-
tacando el reporte de turistas con co-infeccién por
Blastocystis spp. y Endolimax nana debido al consumo de
ceviche, moluscos y matiscos crudos.['*

Igualmente las zooonosis juegan papel importan-
te, destacandose el papel de G. lamblia en infecciones
de animales domésticos, demostrada a partir de estu-
dios en heces de perros y humanos que evidenciaron
los ensamblajes Al y AIL"! también sobresalen el fac-
tor socioeconémico y el educativo; en donde, pese a
que el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) reporta que en esta zona, es alto el promedio
de escolaridad a nivel nacional, se detectan trabajos
que exhiben el menor nivel educativo en los hogates
como un factor de riesgo significativo para las infec-
ciones patasitatias intestinales.*®l

Es necesario reducir estos factores de riesgo a
la brevedad debido a que se han reportado una va-
riedad de afecciones a la salud, principalmente en
la poblaciéon pediatrica, tales como la deficiencia de

Zinc, Vitamina A y desnutricion. 6!

ZoNA NORTE

El clima seco y desértico se presenta en la mayor parte
del territorio; sin embargo, a medida que se acerca ala
zona centro el clima es subhumedo. Entre las princi-
pales actividades econémicas destacan el comercio y
la minerfa; no obstante, Coahuila se caracteriza por su
participacién en el agrupamiento industrial qué pet-
mite el desatrollo tecnolégico.”

Los estados con mayor nimero de publicaciones
posicionan a G. lamblia en primer lugar en cuanto
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Tabla 1. Clasificacion de articulos en relacion a los protozoos mencionados y total de articulos recopilados.

Norponiente

Norte

Nororiente

Poniente

Centro

Oriente

Peninsula de Yucatan

“TOTAL

Baja California Sur
Baja California Norte
Sonora

Sinaloa

Nayarit
Chihuahua
Coahuila
Durango
Zacatecas

San Luis Potosi
Nuevo Leén
Tamaulipas
Aguascalientes
Jalisco

Colima
Michoacén
Guanajuato
Querétaro
Estado de México
CDMX

Morelos
Hidalgo
Tlaxcala
Puebla
Veracruz
Tabasco
Guerrero
Oaxaca
Chiapas
Campeche
Yucatén

Quintana Roo

1
17
10

6

155

33

Agente parasitario mencionado

Total de articulos
recompilados

| cc | cb [Espp| En | Bh | Bc | 1b | Ch | Estado | Zona |

1

15

1

- N U1 1 N O D

-
uu O N N

w

—_

3

179

3

1

14

3
1

1

36

1

13

7

1

24 36
10
1
8
4 19
7
8
10
2
6
9
2 31
2
13
5
4
184
9 207
2
3
8
10
2
3
2 n
6
1
8 10
0
3340 3340

Gl; Giardia lamblia, Cp; Cryptosporidium spp., Cc; Cyclospora cayetanensis, Cb; Cystoisospora belli, E. spp; Entamoeba especies., En; Endolimax nana, Bh;

Blastocystis hominis, Be; Balantidi

coli, 1b; ITod b

butschilii, Ch; Chilomastix mesnilii.

* La suma por cada gente mencionado (a) no corresponde al total de articulos (b) debido a que en la mayoria de los casos se mencionaba a mas de

un protozoo por articulo.
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Figura 2. Cronologia del nimero de articulos publicados por afio en cada zona.

*La zona centro se muestra en una figura diferente para una mejor interpretacion.

Figura 3. Cronologia del nimero de articulos publicados por afo en la zona centro.

a prevalencia con un 82 %,”" en San Luis Potosi
también se destaca B. bominis, reportando una preva-
lencia del 44 % en las zonas rurales.”! Especificamente
en Chihuahua, Cryprosporidinm spp. se presenta con el
70 %." En Durango el parisito que predominé fue
Entamoeba spp., en donde se ha reportado una seropre-
valencia del 28 % en pacientes pediatricos y el 41 %
en adultos jévenes.”! Por otro lado, en Zacatecas y
Coahuila, pese a la busqueda exhaustiva, no se encon-
traron publicaciones (Tabla 1), por lo que se exhorta
a la comunidad cientifica a realizar investigaciones en
dichos estados.

Entre los grupos de riesgo de importancia esta la
poblacién pediatrica y en especifico las personas en
contacto con el agua de tio como los trabajadores de
campo,?! debido a que una parte importante de la su-
petficie de la zona esta dedicada a la actividad agticola
de riego, esta situacién estd asociada a los reportes
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sobre contaminacion de aguas residuales y de otras

fuentes como el Rio Bravo.?-24

ZoNA NORORIENTE

Esta zona se catactetiza por ser predominantemente
semiarida con la presencia de matorrales, bosques de
coniferas, encinos, selvas secas y en las regiones mas
cercanas al mar existen manglares. En cuanto a las
actividades que se realizan, predomina el comercio, y
en Tamaulipas, debido a que presenta un clima calido
subhiimedo se practica principalmente la agticultural.

Las publicaciones en esta zona principalmente se
enfocan al estudio de Entamoeba spp. (Tabla 1), con un
predominio en estudios moleculares, de tratamiento
y diagnéstico. En los pocos estudios encontrados de
otros protozoos, se observan reportes epidemiol6gicos
donde se destaca Cyclospora cayetanensis con un 78 %
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del total de 70 muestras de heces estudiadas, resulta-
dos que, aunque representan un estudio pequefio, son
compatibles con los existentes en México, donde este
agente se identifica rutinariamente en nifios menotres
de 14 afios, con prevalencia de un 3 %, lo que sugiere
que es un parasito endémico poco reportado; sin em-
bargo, debido a la escasez de datos epidemiolégicos
se invita a la comunidad cientifica a la investigacion de

protozoos intestinales en esta zona.”!

ZoNA PONIENTE

Esta zona se catracteriza por la presencia de mesetas,
llanuras, altiplanicies y valles, por lo que su clima suele
set, en su mayotia, calido subhimedo y seco en al-
gunos estados. La principal actividad econémica es el
comercio con un acelerado crecimiento debido a la
presencia de corporativos nacionales e internaciona-
les, ganaderos, porcinos y ranchos agricolas con ex-
tensas plantaciones de cereales, tubérculos, frutas y
vegetales.[¥

Entamoeba histolytica es el parasito con mayor preva-
lencia en esta zona la cual ha ido en aumento, con re-
portes de un 32 % en €l 2000 y del 37 % en el 2019.2%1
En el ambito clinico, existen multiples reportes de
casos que van desde pancolitis amebiana, absceso
hepatico y abscesos cetebrales amebianos.?” !

Por otro lado, G. lamblia representa el protozoo
con mayor nimero de publicaciones en Colima y
Jalisco (Tabla 1); sin embargo, la mayor prevalencia
se reporta para B. hominis con un 49 % seguido de
Cryptosporidinm spp. con un 7 %, en este ultimo esta-
do.” En particular en Michoacin y Aguascalientes se
destacan los trabajos sobre C. cayetanensis como cau-
sante de la diarrea del viajero asociada principalmente
al consumo de vegetales, considerando que mas de la
mitad de la superficie en estos estados se dedica a la
agricultura, es importante desarrollar estrategias para

la prevencion de esta parasitosis.*

ZonNA CENTRO

En cuanto a extensién territorial, es una regién
pequefla. Las principales actividades econémicas y
productivas de la regiéon son el comercio, servicios
turisticos, industria tanto agropecuaria como manu-
facturera y, especialmente en Tlaxcala, se destacan los
servicios de compra y alquiler inmobiliario.”
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En el ambito laboral es importante recalcar la
reutilizacion de aguas residuales en la agricultura, ya
que la Ciudad de México (CDMX) es uno de los mayo-
res productores de la misma en todo el mundo, ademas
de proveetla a estados vecinos.P*? Cobra relevancia
debido a la presencia de protozoos en las mismas, ya
que se han aislado con frecuencia G. lamblia, E. histo-
Wticay Cryptosporidinm spp., situaciéon que no debe pasar
desapercibida debido a que en areas rurales de México,
se ha reportado esporadicamente una alta prevalen-
cia de infecciones por este ultimo parisito.” Otros
factores de riesgo son los parasitos gastrointestinales
zoonéticos principalmente en perros, los cuales se
convierten en una fuente potencial de infeccién para
otros mamiferos, entre ellos, el humano;?**% también
el ganado es de importancia puesto que su estiercol es
usado como fertilizante sin tratar, y posteriormente es
desechado en los canales de Xochimilco.?”

Epidemiolégicamente en el estado de Tlaxcala,
pese a busquedas exhaustivas en las diferentes bases
de datos, hasta el momento no se han encontrado
trabajos reportados. En Querétaro, predominaron las
publicaciones sobre G. /lamblia (Tabla 1), al igual que
en el Estado de México, en donde ademas se agrega
Entamoeba spp. y se destaca el reporte de caso en el
2015 sobre absceso hepatico amebiano en un paciente
masculino de 1 afio de edad, dado que en la litera-
tura esta complicaciéon no se reporta con frecuencia
en lactantes.” En Puebla, el protozoo con mayor
prevalencia es Entamoeba spp. con un 14 %, ademas,
en este estado se reporta la seroprevalencia mas alta
de todo México.”” También se destaca en el 2011, en
este mismo estado, un caso reportado de amibiasis
cutinea petianal en un hombre de 58 afios de edad.[*”
En Morelos, este protozoo también ocupa el primer
lugar con 65 %, seguido de Blastocystis spp. con 25 %,
aunque también reporta de manera importante a G.
lamblia con 19 %1414

Por otro lado, la CDMX es un caso muy pat-
ticular ya que, pese a que es el estado con mayor
nimero de publicaciones en México, los reportes
epidemiolégicos son escasos y predominan publica-
ciones sobre generalidades de estos agentes, trata-
mientos alternativos y aspectos moleculares. Entre los
reportes epidemioldgicos, existe mayor informacién
acerca de Entamoeba spp. (Tabla 1), y se destaca su aso-
ciacion con G. lamblia. Asi mismo, como hoy en dia



se considera a Blastocystis spp. como un agente emet-
gente y considerando la importancia epidemiologica,
los trabajos acerca de este agente han predominado
ultimamente y se reporta una prevalencia del 21 %.F
Asi mismo, en esta Zona Centro se destacan traba-
jos de gran impacto clinico como es el caso del Estado
de México y CDMX donde se reportan casos sobre
sobre absceso amebiano cerebral y giardiasis intraepi-
telial, entamoebiasis vulvar y un caso de infeccién pot

C. cayetanensis. >4

ZoNA ORIENTE

En esta zona predominan los bosques de coniferas,
encinos, bosques himedos de montafia, asi como sel-
vas, pastizales, vegetacion acudtica y en una pequefia
parte, la sabana. Entre las actividades que se realizan,
se destacan las portuarias, la industria automottriz, la
siderurgica y la pesca, asi mismo se realiza ganaderfa y
agricultura, donde los cultivos mas importantes son de
café, cacao, cafla de azicar, platano, siembra de pasti-
zales para el alimento del ganado, y especificamente, el
estado de Tabasco se considera una de las principales
zonas petroleras del pafs.[?

A pesar de que la mayoria de las publicaciones
mencionan con mayor frecuencia a G. lamblia y En-
tamoeba spp., los reportes epidemiolégicos ubican a B.
hominis en el primer lugar con una prevalencia de hasta
el 80 %, seguido de G. lamblia con el 65 %. Sin
embargo, Entamoeba spp. no deja de representar un
protozoo de gran importancia epidemiolégica ya que
se ha reportado una prevalencia del 47 %.*) Otros
protozoos mayormente referidos, sobretodo en pa-
cientes inmunosuprimidos, son Cryptosporidium spp. y
C. cayetanensis ambas con una prevalencia de 46 % en
este grupo poblacional.®” En cuanto a las zoonosis,
tiguran G. lamblia y Cystoisospora bellz, este Gltimo es la
unica especie en el grupo apicomplexa capaz de infec-
tar 2 humanos.P!l

Cabe recalcar que a pesar de los reportes
epidemiolégicos mencionados anteriomente sobre
esta zona, hace falta estudiar muestras poblaciona-
les mas grandes con la finalidad de conocer datos
epidemiolégicos més certeros.

ZoNA SuR

Esta zona cuenta con la mayor biodiversidad del pafs,
se encuentran desde bosques de coniferas, encinos,
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selvas humedas, manglares, matorrales hasta pastiza-
les y posee la mayor cantidad de agua dulce. Tiene la
concentracién mas grande de poblaciones indigenas,
de donde se infiere la gran diversidad y la riqueza de
su pattimonio cultural.l’® Con respecto a la actividad
economica se destacan actividades como el comer-
cio, los servicios de renta y alquiler de inmuebles; sin
embargo, es la zona que presenta el menor grado de
desarrollo relativo, por lo que esta poblacién suele
vivir en condiciones de marginacion, incluso Chia-
pas se ha ostentado como el primer lugar de pobre-
za extrema en México,P? situacion que predispone a
una mayor exposicion a factores de riesgo como lo
son el desabasto y la deficiente calidad del agua para
consumo humano.

Las publicaciones realizadas en la Zona Sur men-
cionan con mayor frecuencia a G. lamblia; sin embat-
go, a pesat de que su tasa de prevalencia es altal,
el tnico estado que lo posiciona en primer lugar es
Oaxaca, con el 35 %PY, mientras que Chiapas y Gue-
rrero, recientemente han reportado a B. hominis como
el protozoo de mayor prevalencia, con el 17 % y 23
%, respectivamente.’>*! Aunque Chiapas también se
destaca por su nimero de publicaciones reportando a
E. histolytica (Tabla 1).

De esta zona se reportan casos especiales en el es-
tado de Guertero, sobre absceso hepatico amebiano,
casos de Giardiasis asociados con artralgias y C. cayeta-
nensis por ingesta de cocteles de mariscos. P+ 575

PENiNSULA DE YUCATAN

Se caracteriza por tener clima en su mayoria
subhimedo y seco en algunas regiones, esto propicia
la presencia de selvas, mientras que en zonas coste-
ras se encuentran manglares y tulares principalmen-
te. Las actividades econdmicas que se destacan son
minerfa petrolera, comercio, servicios de alojamiento
temporal y de preparacion tanto de bebidas como de
alimentos®, situacién que cobra relevancia puesto que
se han reportado malas pricticas en el manejo de los
alimentos postcosecha en los mercados de esta zona,
potenciando asi la presencia de infecciones por proto-
z00s intestinales.

En la Peninsula de Yucatin sucede una situacion
similar a la de las Zonas Sur y Oriente, ya que los
articulos publicados, en su mayoria, mencionan a G.
lamblia y Entamoeba spp.; sin embargo, a pesar de que
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los reportes epidemiolégicos son escasos, estos colo-
can a B. bominis como el de mayor prevalencia con un
53 %, seguido de G. lamblia con un 39 %.1) Por otro
lado, pese a que la ciclosporiasis no es una enferme-
dad endémica de esta zona, harfan falta estudios en
cuanto a su prevalencia, dado que existen reportes que
describen un brote en viajeros britanicos y canadien-
ses posterior a su estadia en esta zona.l’!

As{ mismo, en el ambito clinico se reporta un caso
de colitis amebiana necrosante, la cual representa una
forma rara de amebiasis asociada a una alta morbi-
mortalidad.®? Es necesatio recalcar que pese a la
busqueda exhaustiva, en Campeche sélo se encontrd
un articulo que aborda aspectos moleculares, y en
Quintana Roo no se encontraron publicaciones.

Discusion

En este trabajo se reafirma que las enfermedades in-
fecciosas y parasitarias, en particular las generadas por
los protozoos intestinales, contindan siendo un grave
problema de salud publica en México a pesar de que
existen diversas medidas de prevencién las cuales van
desde campafias de desparasitacién masiva, progra-
mas de promocién y difusién de medidas de higiene,
educacién sobre las zoonosis y hasta la evaluacién de
la calidad del agua potable. Pese a ello, se observa que
existen pocos trabajos encaminados a conocer la inci-
dencia y prevalencia de estos agentes, por ende, esto
repercute en la poca realizacién de acciones tendien-
tes a disminuir estas afecciones. Adicionalmente, las
diferencias observadas en las zonas geograficas estu-
diadas de la Republica Mexicana, obedece a la diversi-
dad bidtica y abidtica existente, con una gran variedad
de agentes patdgenos y multiples factores de riesgo a
los que la poblacién en general se encuentra expuesta.

Cabe destacar entre los datos epidemiolégicos re-
portados, la transicién que se observé en regiones
como la Zona Centro, Sur, Oriente y la Peninsula de
Yucatan, en donde B. hominis se posiciona en los pri-
meros lugares en cuanto a prevalencia con teportes que
van desde el 17 % hasta el 80 %, por lo cual se debe po-
tenciar la busqueda intencionada de esta protozoosis,
dado que el aumento progresivo de los casos estd auna-
do, en gran medida, a la escasez e inespecificidad de las
manifestaciones clinicas, lo que dificulta su diagnostico;
y por lo cual pasa de representar un problema indivi-
dual de salud a uno de gran impacto en la salud publica.
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Por lo anterior y lo expuesto en este reporte, se
exhorta a los investigadores de estos temas a poner en
marcha estudios epidemiolédgicos y reforzar trabajos
encaminados al andlisis y ejecucién de programas de
control y prevencioén que permitan controlar y me-
jorar esta problemitica existente no solo en México
si no también en otros paises, situacién que no solo
genera importante repercusion social y econdémica en
la poblacién en general, afectando la salud, primor-
dialmente de la poblacién pediatrica y con mayor fre-
cuencia del entorno rural, lo que se ve reflejado en
déficit cognitivo y retraso en el crecimiento, aunado a

la deficiencia de Zinc, Vitamina A y desnutricion.!!)
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Debe exponer los antecedentes y el objetivo del trabajo,
asf como resumir las razones que han motivado su rea-
lizacién.

MATERIALES Y METODOS

Debe describir claramente los criterios de seleccion del
material del estudio, pacientes y diseflo del mismo. De-
ben sefalarse claramente los métodos de analisis esta-
distico, asi como el poder y los grados de significacion.

DESCRIPCION DE UN CASO O SERIE DE CASOS (CUANDO APLI-
QUE)

Deberan describirse detalladamente los aspectos clinicos
y paraclinicos de cada caso. Las referencias a farmacos
deben realizarse con los nombres genéricos. Las unida-
des de parametros paraclinicos y de laboratorio deben
ajustarse a las normas del Sistema Internacional de Uni-

dades.

REsuLTADOS

Deben describirse, unicamente, los datos mas relevantes
y no repetirlos en el texto si ya se han mostrado mediante
tablas o figuras.

Discusion

No deben aparecer datos que no se hayan descrito en los
resultados. Se considera de especial interés la discusién
con estudios comparables publicados.

CONCLUSIONES

Se refiere, basicamente, a una serie de anotaciones de los
autores, acerca del aporte que hace el articulo al conoci-
miento cientifico.

BIBLIOGRAFIA

Se recomienda la citacién de trabajos publicados en los
ultimos seis afios. Articulos anteriores pueden citarse en
caso de que no existan articulos mas actualizados o que
el articulo en cuestién tenga una gran importancia histo-
rica o académica para el desarrollo del escrito.

Las referencias se identificaran en el texto mediante nu-
meros arabigos en superindice, alineados con la escritu-
ra; por ejemplo, X5, Se enumerarin correlativamente
por orden de apariciéon en el texto y se describiran en
la hoja correspondiente segin el formato de referencia
adoptado por el Uniform Requirements for Manuscripts Sub-
mitted to Biomedical Jonrnals (http:/ /wwwicmje.otg).

El afio de publicacion se situara inmediatamente después
del titulo abreviado de la revista. Si una referencia se ha-
lla pendiente de publicaciéon debera describirse como
in press o priximo a publicarse; es responsabilidad de los
autores la veracidad de ésta. Los titulos de las revistas
se abreviaran segun las recomendaciones de la List of
Journals Indexed in Index Medicns (http:/ /www.ncbinlm.
nih.gov/PubMed).

Ejemplos de referencias bibliograficas se ofrecen al final
de esta seccion. El nimero maximo de citas bibliografi-
cas por tipo de articulo, se indica en la Tabla 1.

TaBLAS

Se presentaran en formato de texto, nunca como una fi-
gura incrustada en el documento. Cada tabla o conjunto
de tablas se presentard(n) separadamente en un archivo
independiente en formato Word o Excel, indicando cla-
ramente su numeracion (en ndmeros arabigos), correlati-
va segun la aparicion en el texto. El pie de tabla detallara
el significado de las abreviaturas que aparezcan en ella,
asi como las llamadas, sefialadas cortrelativamente con
una letra en superindice (p. €j.,%"). Si el autor propone
una tabla obtenida de otra publicacién debe citar la fuen-
te de la misma en el lugar que corresponde al final del

'3

articulo, y al pie de la tabla, escribir: “tomado de: #” o

45>

“tomado y modificado de: ¥, segun sea el caso.



FiGURAs

Para las fotograffas (digitalizadas) los mejores formatos
son TIFF o JPEG, el autor debe garantizar una buena
resolucién para el proceso de impresién. Independien-
temente del programa con que se hayan elaborado, las
figuras (especialmente graficos) deben permitir su pos-
terior tratamiento y manipulacién informatica por parte
de la editorial, por lo que nunca deberan incrustarse en
un documento sin el vinculo con el programa que las ha
creado. Cada figura se presentara separadamente en un
archivo independiente.

Todas las figuras deben estar, en lo posible, en color, su
publicacién con este atributo es a criterio del comité edi-
torial. Las letras, nimeros y simbolos que aparezcan en
las figuras deben ser claros y uniformes, y de tamafio su-
ficiente para que la reduccion de la figura no conlleve su
ilegibilidad. Las figuras se enumeraran correlativamente
en cifras arabigas segtin la aparicién en el texto. La(s)
leyenda(s) de la(s) figura(s) se incluiran en el texto del
manuscrito al final de las referencias, nunca formando
parte de la misma figura.

ABREVIATURAS

Deben usarse solamente abreviaturas estandares, ya que
el uso de abreviaturas que no cumplan este requisito
puede resultar confuso para el lector. Debe evitarse el
uso de abreviaturas en el titulo del trabajo y minimizar al
maximo su aparicién en el resumen.

Las abreviaturas utilizadas por el autor deben definirse y
describirse en el texto la primera vez que se mencionen.

EJEMPLOS DE REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

Ejemplos de referencias bibliograficas, segan Uniform
Reguirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Jonrnals.

ARTICULO DE REVISTA

Autor(es). Titulo del articulo. Abreviatura internacional
de la revista. Afio mes dfa; volumen(nimero): pagina
inicial-final del articulo.

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ trans-
plantation in HIV-infected patients. N Engl ] Med. 2002
Jul 25; 347(4): 284-7.

Silos autores son mas de seis, se mencionan los seis pri-
meros seguidos de la abreviatura ez a/.

ORGANIZACION O EQUIPO COMO AUTOR

Nombre de la organizaciéon o equipo. Titulo del ar-
ticulo. Abreviatura internacional de la revista. Afio;
volumen(nimero): pagina inicial-final del articulo.
Diabetes Prevention Program Research Group. Hy-
pertension, insulin, and proinsulin in participants with
impaired glucose tolerance. Hypertension. 2002; 40(5):
679-86.

Ligro

Autor(es). Titulo del libro. Edicién. Lugar de publica-
cion: Editorial; afio.

Rios L, Mesa A. Introduccién al pensamiento cientifico
en Microbiologfa. 1* ed. Medellin: Corporacion para In-
vestigaciones Bioldgicas; 2009.

CAPITULO DE LIBRO

Autot(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.

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromosome alte-
rations in human solid tumors. In: Vogelstein B, Kinzler
KW, editors. The genetic basis of human cancer. New
York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-113.

PAGINA EN LA INTERNET

Autor(es). Titulo [Internet]. Lugar de publicacion: Edi-
tor; Fecha de publicacion [fecha de actualizacién; fecha
de acceso]. Disponible en: direccién electrénica.
Cancer-Pain.org [Internet]. New York: Association of
Cancer Online Resources, Inc.; ¢2000-01 [updated 2008
May 16; cited 2008 Jul 9]. Available from: http://www.
cancer-pain.org

COMO ENVIAR UN ARTICULO A
LA REVISTA HECHOS MICROBIOLOGICOS

Para el envio de los articulos a La revista Hechos
Microbiolégicos, puede enviar los archivos al correo
electrénico: revistahechosmicrobiologicos@udea.edu.co

PROCESO DE EVALUACION
POR PARES ACADEMICOS

La revista Hechos Microbiologicos acepta articulos cien-
tificos en espafiol, inglés o portugués, relacionados con



la practica y los procesos de la Microbiologfa, el Bioana-
lisis y otras disciplinas afines con las 4reas de la salud, la
industria, el ambiente y la educacion.

Los articulos enviados a la revista se someten a un pro-
ceso de evaluacién, como sigue:

EVALUACION EDITORIAL

Se realiza, inicialmente, un proceso de evaluacién inter-
na (o editorial). El Editor podra rechazar un articulo sin
sometetlo a revisién por pares en los siguientes casos:

a. Otro articulo similar se publicé recientemente en la
revista Hechos Microbiolégicos.

b. ILa tematica estd fuera del alcance de las politicas edi-
toriales de la revista.

c. Elarticulo no aporta informacién sustancial al pabli-
co objetivo de la revista.

d. Hay carencias notables en la validez cientifica.

e. El equipo de autores no adapté su trabajo a las nor-
mas de presentacion.

ELECCION DE LOS PARES ACADEMICOS

Si el articulo supera la evaluacion editorial, el Editor
identificara a potenciales pares académicos (idealmente
dos, al menos uno) para evaluar el articulo.

Aunque los miembros del Equipo Editorial pueden par-
ticipar como evaluadores, idealmente asignarin pares
académicos por recomendacién de los miembros de los
comités o mediante busquedas bibliograficas, que pue-
den hacerse, incluso, desde la propia bibliografia del arti-
culo enviado para evaluacion.

RECOMENDACION DEL PAR ACADEMICO

El par académico dispondra de un formato estandar para
evaluar el articulo, el cual tiene tres partes: 4 primera, que in-
vestiga sobre las caracteristicas del articulo y la congruencia
del mismo; / segunda, que permite redactar observaciones
abiertas; y /a tercera, donde el par académico sefiala su reco-
mendacion en alguno de los siguientes términos:

a. Aceptar sin modificaciones.
b. Aceptar con modificaciones menores que puede
realizar el Editor de la revista; por ejemplo, errores

de ortografia o tipografia, y errores minimos de
redaccion.

c. Devolver el articulo a los autores para correcciones
mayores, con la posibilidad de sometetlo nuevamen-
te a evaluaciéon. En este caso, se le envia al autor un
listado de recomendaciones de los pares.

d. Rechazar definitivamente el articulo, sin la posibili-
dad de reconsiderar la decisién. En este caso, no se le
envian recomendaciones al autor, ya que los articulos
calificados asi, corresponden, generalmente, a escti-
tos con problemas mayores de validez cientifica.

Decision beL Equipo EpiToRIAL

Cuando por la especificidad del tema sélo se logté con-
vocar un par académico, la recomendacién de éste serd
determinante para la aceptacion o el rechazo del articulo.
En caso de que existan dos pares académicos para un
articulo, se realizara el proceso en que ambos estén de
acuerdo. No obstante, si existe alguna diferencia entre
los conceptos de los pares, se buscard un tercer evalua-
dor que dirima el asunto.

La revista Hechos Microbiolégicos intentara que los pa-
res académicos no se conozcan entre si. Ademds, vigilara
que el documento que se envie para evaluacién no tenga
los datos personales de los autores.

Esto favorece la objetividad en la recomendacion del
evaluador.

Una vez el Editor tiene los elementos necesatios patra
tomar la decision, establece un juicio resolutivo apoyado
en el Comité Editorial, cuando asi se requiera, y les co-
munica a los autores la decisién editorial.

TIEMPO PARA LA DECISION

A partir del momento en el cual el articulo se somete
para evaluacion, la respuesta sobre su aceptacion o re-
chazo nunca sera superior a tres (3) meses, a menos que
la especificidad del tema del articulo dificulte la conse-
cucién de un par académico pertinente. En este ultimo
caso, el autor serd informado por escrito.

ORDEN DE PUBLICACION

Los articulos aceptados se incluyen en una lista de espera
y se publican en orden estricto, en cada numero.



Instructions for Authors

Editorial Board

EDITORIAL POLICY

Mission

Disseminate scientific knowledge about practices and
processes in Microbiology, Bioanalysis and other disci-
plines related with health, industry, environmental and
education areas. Support knowledge and experience ex-
change between disciplines whose scope covers basic
and applied research in Colombia and other countries.
Vision

The scientific journal Hechos Microbioldgicos will be classi-
fied by Colciencias and indexed under Publindex cate-
gory Al in the medium term. In addition, it will be ack-
nowledged as a highly reliable periodic publication due
to its contents and relevance in the field. This journal
will assist in the dissemination of advances in scientific
research carried out in Colombia and abroad.

TARGET AUDIENCE

This publication is aimed at all professionals interested
in Clinical, Environmental and Industrial Microbiology,
together with their applications, as well as Bioanalysis
and other laboratory disciplines. In addition, this publi-
cation is also a tool for undergraduate and postgradua-
te students whose studies involve, directly or indirectly,
concepts related with Microbiology and Laboratory in
all their fields of competence.

PUBLICATION FREQUENCY

Journal sections will be published collectively in their
print and digital version, as part of an issue with its own
Table of Contents, every six months.

OPEN ACCESS POLICY TO DIGITAL VERSION

In accordance with Budapest Open Access Initiative criteria,
Hechos Microbioldgicos authorizes reading, printing, down-
loading, sharing and reproduction of the contents in-
cluded in its digital version, as long as the source is
adequately referenced.

STATEMENT OF ETHICAL ANIMAL TREATMENT GUIDELINES

Care and management of experimental animals should
comply with all regulations, guidelines and national and
international policies related with animal welfare, as well

as with an statement emitted by an Institutional Ethics
Committee, containing the following criteria:

a. Animal trials in the experimental model must be
aimed at improving human or animal health, com-
mon benefit of society and advance of fundamental
knowledge. Approval to perform certain part of a re-
search depends of the results of a cost-benefit analy-
sis, whose conclusion should be sent to the Editor.

b. As far as possible, alternative processes to the use
of animals, such as mathematical models, computer
simulations or biological systems 7 vitro will be em-
ployed, whether in part or completely. In cases where
these are not practicable, the minimum number of
animals necessary to reach the objectives of the stu-
dy will be employed, while all efforts to reduce their
suffering will also be made.

c. Animals employed for any procedure must be ca-
refully selected to ensure their belonging to the
appropriate species.

d. All possible measures to ensure animal welfare and
reduction of suffering, pain or discomfort will be
implemented. Researchers must be aware that any
kind of procedure that inflicts pain and suffering on
humans will also do so in animals. Any procedure
that could cause even mild discomfort should be
performed under anesthesia, aseptic measures and
adequate postoperative care. Procedures must not be
carried out in animals without anesthesia or paraly-
zed by chemical agents such as muscle relaxants.

e. Animals in severe or chronic pain that cannot be re-
lieved must be put to sleep painlessly, according to
international provision regarding euthanasia, such as
the United Kingdom Central Office or the American
Veterinary Association Panel on Euthanasia guideli-
nes. Other animals must not be present while painful
procedures or euthanasia is being performed.

f.  Animal life conditions will be safe and comfortable
at all times, whether or not animals are being used for
an experiment at a certain moment.

g Veterinary care must be available at all times in



such a way it can be provided in the course of the
experiment.

h. Only propetly qualified and trained staff, who pos-
sess relevant specialized knowledge to carry out the
different procedures, must be in charge of use and
manipulation of animals. Qualifications should be
regularly updated.

i.  Protocols for the use of animals should be subject to
ethical revision, both by animal use and care institu-
tions -or likewise- and by propetly trained scientists.
Both protocol revision methods and its result must
be communicated to the director of the journal.

j. Gender, species, breed, procedures, analgesia,
anesthesia, euthanasia, pain and suffering level and
the number of animals used in each experiment
must be submitted and available to the manuscript
upon request.

k. Same evaluation criteria employed to minimize hu-
man suffering must be employed and communicated
by written means.

I Any necessary exception to the critetia above, as
well as the justification for it must be subject to
ethical revision.

SUBMISSION GUIDELINES

FORMAT ASPECTS

Articles should be written using Arial Font size 12 pt, 1.5
line spacing, and letter size pages. Page numbers should
be located in the bottom right corner.

ARTICLE SUBMISSION INSTRUCTIONS
The manuscript should include the following presen-
tation and format requirements before its submission.

Lack of any of these characteristics may mean article

rejection:

1. All articles should be unpublished and should not
be under process of evaluation or accepted for
publication in other journal.

2. Extension and maximum number of figures and
tables allowed are detailed in Table 1.

3. For article writing, authors may use the Unzform Re-
guirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Jonr-
nals, established by the International Committee of Medical
Jounrnal Editors -ICMJE-, also known as the Vancou-
ver Group, available in its latest version at http://
www.icmje.org/urm_main.html

4. Articles submitted may be written in Spanish, English
or Portuguese.

5. Authors may suggest the section they consider adequa-
te to their article. However, the Editorial Board does
not commit itself to attend such recommendation.

6. The article should basically comprise three parts: The
first part should contain the title of the article, name
and last name of each one of the authors, name(s) of
the institution(s) where research or investigation was
carried out, acknowledgements, support or sources
involved in the total or partial financing of the re-
search, conflict of interest - or its absence -, abstract
and keywords. The second part should contain the
body of the article, which will be distributed in the
following sections:

ORIGINAL RESEARCH ARTICLES
Document containing detailed research results. It should
be arranged as follows:

a. Introduction
b. Objectives

Table 1. Maximum extension and number of figures, tables and bibliographic references, according to article type.

Extension (MS Word® pages) | Figures (maximum) | Tables (maximum) | References (maximum)

Original Research Article

Review Article 20
Case Report 15
Reflection Article 15
Short Communication 10
History Article 20
Images in Microbiology 5

Letters to the Editor 5

3
6 3 100
3 2 50
3 2 50
3 2 30
3 2 50
6 0 10
0 0 10



c. Materials and Methods
d. Results

e. Discussion

f. Conclusions

REVIEW ARTICLES AND SYSTEMATIC REVIEWS

These are publications originated in an extensive and
significant bibliographic revision about a specific topic
of interest for the target audience. If the review is ca-
rried out using a systematic methodology, the IMRD
(introduction, methodology, results and discussion)
methodology may be employed.

SHORT COMMUNICATIONS

Their aim is to publish relevant data about a limited stu-
dy or a report on scientific or technical research under
progress. It may contain preliminary research results
about a topic of current importance and relevance.

a. Introduction

b. Objectives

c. Materials and Methods
d. Results

e. Discussion

f. Conclusions

CASE REPORTS

These include a case or case series of particular interest
due to its scarce occurrence or singularities. Ideally, in-
clude a commented systematic review of the literature
on similar cases.

a. Introduction

b. Objectives

c. Description of the case or case series
d. Discussion

e. Conclusions

REFLECTION ARTICLES

Documents presenting research results from the author’s
analytical, interpretative or critical perspective on a spe-
cific topic, based on original sources. These need not
be prepared in accordance to any standard presentation
guidelines and the subtitles are left to authot’s criteria.
However, general data (name of the article, name of the
author, academic background and institutional affiliation)
must be included in all cases.

HiSTORY ARTICLES
This section contains a brief written piece, per issue,
where some major event in any of the interest areas of

the journal is highlighted. Articles need not be prepared
following any standard presentation guidelines. Howe-
ver, the director reserves the right to edit the content as
agreed with the author.

LETTERS TO THE EDITOR

This section contains critical, analytic or interpreta-
tive articles on the documents published in the ma-
gazine, which from the perspective of the Editorial
Board, are considered of relevance to the discussion
of the topic by the referenced scientific community.
There are not standard presentation guidelines, but
should include exact reference to the article or topic
appointed. In addition, the letter should also include
personal details, including academic background and
institutional affiliation.

IMAGES IN MicroBiOLOGY

This section contains images with features of special
interest for the reader. Images will be obtained upon re-
quest by the Editorial Board or by selection among the
ones sent to the journal.

The third part of the article will include tables, each lo-
cated on a separate sheet or after a page break. Corres-
ponding headers and footers -if any- should be included.
The figure caption should be located at the end of the
document, after the references.

TEXT ARRANGEMENT

ABsTRACT

It may not exceed 250 words and should be structured
in accordance to the organization proposed for each
section of the journal (introduction, objective, materials

and methods, results and conclusions).

Note: An English version should be forwarded together
with the abstract in its original language. When the ori-
ginal language is English or Portuguese, the additional
version must be written in Spanish.

KeywoRrps

At least six keywords to enable manuscripts content clas-
sification and identification should be included. Terms
included in the Medical Subject Headings of Index Medicus
(http:/ /www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html) or in
the Health Sciences Descriptors (http://decs.bvs.bt/E/ho-
mepagee.htm) should be used in preference.



ARTICLE PREPARATION

INTRODUCTION AND MAIN OBJECTIVE

Presents previous research on the topic and the objective
of the work referred in the article, as well as a summary
of the motivation that originated its achievement.

MATERIALS AND METHODS
All criteria related to selection of material, patients and
design of study should be clearly described. All statistical
analysis methods, as well as power and significance levels
should also be referred.

CASE OR CASE SERIES DESCRIPTION (AS APPLICABLE)

Clinical and paraclinical aspects of each case should be
described in detail. Drugs should be referenced using
their generic names. Units of paraclinical and labora-
tory parameters should be stated in accordance to the
International Unit System.

ResuLts

Only the most relevant data should be described and
repetition should be avoided if information has already
been shown in tables or figures.

Discussion

All data must have been described in the results. Discus-
sion regarding compatable published studies is considered
of special interest.

CoNCLUSIONS

Basically, consist of a series of remarks, by the author,
about the contribution the article makes to scientific
knowledge.

REFERENCES

Citation of works published within a period of six years
before current date is recommended. Articles published
previously to such time period may be referred in on the
grounds of historic and academic importance for the ela-
boration of the manuscript or lack of more recent articles.
References will be numbered in correspondence with
their order of appearance in the text, as a superscript, in
Arabic numbers, aligned with writing (e.g. X" *® These
will be described in the corresponding page in accordan-
ce to the format for references adopted by the Uniform
Reguirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
(http:/ /wwwicmje.otg).

The year of publication should appear next to the jour-
nal short title. If publication of a reference is still pen-
ding should be described as iz press or _forthcoming publi-

cation; verification of authenticity lies with the author.
Journal titles will be abbreviated in accordance to the
recommendation of the List of Journals Indexed in Index
Medjens (http:/ /www.ncbinlm.nih.gov/PubMed).
Examples of bibliographic references can be found at
the end of this section. The maximum number of ci-
tations allowed for each type of article is indicated in
Table 1.

TaBLES

These should be presented in text format, never inserted
in the document. Each table or group of tables(n) should
be submitted in a separate Word or Excel file, numbered
in correspondence with their order of appearance in the
text. The meaning of the abbreviations in the table, as
well as their marks, presented as a superscript, in alpha-
betical characters, also correlative to their order of ap-
pearance in the text (e.g "), should be located in the
table footer. In cases where the author uses a table from
another publication, such source must be referred at the
end of the article in the corresponding section, and faken
fromz: ™ ot taken and modified from: " should be written in the
footer, accordingly.

FiGURES

For photographs (digitized), TIFF or JPEG are the best
format choices. The author should also ensutre adequa-
te image resolution for printing process. Regardless of
the program used for its elaboration, all figures -particu-
larly graphs- should allow the editors its later computer
processing and manipulation, which is why these should
never be inserted in a document without the link to the
program employed for its creation. Each figure should
be submitted in a separate file.

As possible, all figures should be in color, although the
publication of such feature is left to the criteria of the
Editorial Board. Letters, numbers and symbols in the
figures should be clear and uniform, sufficiently large
to avoid illegibility caused by image reduction. Figures
should be numbered in correspondence with their or-
der of appearance in the text, with Arabic numbers. The
figure(s) caption(s) should never be inserted as part of
the image and should be included in the manuscript at
the end of the references.

ABBREVIATIONS

Only standard abbreviations should be used, since the
use of expressions that do not comply with such requi-
rement could lead to confusion in the reader. Abbrevia-



tions should be avoided in the title of the article and
minimized as much as possible in the abstract.
Abbreviations employed by the author should be defi-
ned and described in the text after its first mention.

REFERENCE EXAMPLE

Sample bibliographic references, in accordance with Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals:

JOURNAL ARTICLE

Author(s). Title of the Article. International journal
short title. Year Month Day; volume (issue): first page-
final page of the article.

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ trans-
plantation in HIV-infected patients. N Engl | Med. 2002
Jul 25; 347(4): 284-7.

If authors are more than six, only the first six are men-
tioned followed by the abbreviation ez /.

TEAM OR ORGANIZATION AS AUTHOR

Name of the team or organization. Title of the Article.
International journal short title. Year; volumen (issue):
first page-final page of the article.

Diabetes Prevention Program Research Group. Hyperten-
sion, insulin, and proinsulin in participants with impaired
glucose tolerance. Hypertension. 2002; 40(5): 679-86.

Book

Author(s). Title of the book. Issue. Publishing place:
Publishing house; year.

Rios L, Mesa A. Introduccién al pensamiento cientifico
en Microbiologfa. 1* ed. Medellin: Corporacion para In-
vestigaciones Biolégicas; 2009.

CHAPTER IN A BOOK

Author (s) of the chapter. Title of the chapter. In: Book
Director/Coordinator/Editor. Title of the book. Issue.
Publishing place: Publishing house; year. first page-final
page of the chapter.

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromosome alte-
rations in human solid tumors. In: Vogelstein B, Kinzler
KW, editors. The genetic basis of human cancer. New
York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-113.

ARTICLE ON WEB

Author(s). Title [Internet]. Publishing place: Publisher; Pu-
blishing date [update date; access date]. Available in: web link
Cancer-Pain.org [Internet]. New York: Association of
Cancer Online Resources, Inc.; c2000-01 [updated 2008

May 16; cited 2008 Jul 9]. Available from: http://www.
cancer-pain.org

SENDING THE MANUSCRIPT
TO THE JOURNAL

You may send your articles to Hechos Microbioldgicos journal
by e-mail to: revistahechosmicrobiologicos@udea.edu.co

PEER REVIEW PROCESS

Hechos Microbioldgicos journal accepts scientific articles in
Spanish, English or Portuguese which atre related with
practices and processes in Microbiology, Bioanalysis and
other disciplines related with health, industry, environ-
mental and education areas.

Articles submitted are evaluated as follows:

EDITORIAL EVALUATION

Initially, an internal process of evaluation (or edito-
rial) is carried out. The Editor may reject an article
without forwarding it to peer reviewers in one of the
following cases:

a. A similar article was recently published in Hechos
Microbioldgicos journal.

b. The topic is not included in the editorial policy of
the journal.

c. The article does not represent a significant contribu-
tion to the target audience.

d. There is remarkable lack of scientific validity.

e. The work does not comply with submission guidelines.

SELECTION OF PEER REVIEWERS

After successful editorial evaluation, the Editor will iden-
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provide feedback on the article.
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participate as reviewers, ideally, academic or profes-
sional researchers working in the field will be appointed
by recommendation of the board members or through
bibliographic search that could even originate in the re-
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RECOMMENDATIONS BY PEER REVIEWERS
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three parts: 1) about the characteristics of the article and
its coherence; 2) for the reviewers to make open remarks
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in the following terms:

a. Accept the article without modifications.

b. Accept the article with minor modifications to be
done by the Editor of the journal; for example, spe-
lling mistakes or typographical errors.

c. Return the article to the authors for major correc-
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will not be sent to the author, since articles thus clas-
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EDITORIAL BOARD DECISION

When only one reviewer is appointed due to topic speci-
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However, if there is any difference among their concepts,
a third reviewer will be appointed to settle the issue.
Hechos Microbioldgicos will make all effort to prevent re-
viewers from meeting each other. In addition, will en-
sure the documents sent to evaluation do not contain
authors’ personal details. Such measures aim at securing
objective recommendations.

When necessary, once the Editor is in possession of all
elements necessary to arrive at a conclusion, puts them
forward for consideration of the Editorial Board to make a
final decision, which is then communicated to the authors.

DEecisioN TIME

From article submission for evaluation, response about
its acceptance or rejection will never take longer than
three (3) months, unless selection of peer reviewers is
hindered by topic specificity. In such case, the author will
be informed in writing,

PUBLICATION ORDER
Accepted articles are included in a waiting list and ate
published in strict order, by issue.
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