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Resumen

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

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

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

Introduccion
Es importante destacar que el uso de ani-

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

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

Es por ello, que en los tltimos anos los es-
tudios se han centrado en desarrollar an-
timicrobianos efectivos capaces de inhibir
bacterias patégenas, de hecho esto radica
como prevencién y urge la necesidad de
incluir al sistema farmacolégico medica-
mentos que den cobertura a aquellas ce-
pas que actualmente ningun antibidtico
existente logra controlar. Sin embargo,
los antibiéticos en desarrollo han tenido
limitaciones para su validacién, pues en
su gran mayoria inicialmente se verifican
en modelos In vitro, a partir de medios
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convencionales de crecimiento bacteria-
no o en lineas celulares, luego de aprobar
este proceso, se usan animales complejos
y finalmente la ratificacién en humanos
lo que prolonga el tiempo del estudio (5).

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

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

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

Hasta el momento, Caenorhabditis elegans
ha demostrado ser susceptible a varias bac-
terias, con la capacidad de responder a esti-
mulos ambientales con cambios observables
en el comportamiento tras las infecciones.
Por otro lado su estado de salud es estable
al consumir su alimento normal de labo-
ratorio (Escherichia coli OP50), es por ello
que resulta muy atil usarlo en este tipo de
investigaciones, adicionalmente C. elegans
tiene una vida promedio corta y no cuenta
con restricciones éticas para su uso (7). Por
lo anterior, en este articulo se revisa la sus-
ceptibilidad que tiene C. elegans de infec-
tarse con diferentes bacterias y al no estar
validado completamente como modelo para
poner a prueba antimicrobianos, se propo-
ne que este nematodo puede ser 1til como
modelo /n vivo de infecciones y tratamien-
tos bacterianos.

Generalidades del modelo
Caenorhabditis elegans

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

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

Este modelo tiene tejidos muy bien defini-
dos y como todos los nematodos tienen una
simetria corporal bdsica compuesto por dos
tubos concéntricos separados por el “pseu-
doceloma” que aloja los sistemas de érganos
principales y da la forma al animal, tam-
bién, consta de una epidermis que prote-
ge los sistemas y a su vez cumple funciones
neuromusculares junto con una cuticula co-
ligena, ademids, la cavidad pseudocelémica,
albergan los celomocitos, que actiian como
carrofieros en la cavidad corporal. (11, 12).
En este nematodo se han descrito tres siste-
mas muy bien definidos; el sistema repro-
ductor, el nervioso y el digestivo, es por ello
que algunas enfermedades e infecciones que
involucran estos sistemas se pueden esclare-
cer en este modelo de laboratorio, Figura 1.
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Figura 1. Anatomia de C. elegans adulto. (A): se observa una fotografia real del nematodo. (B): Conformacién externa
del nematodo. (C): Sistema reproductor. (D y E): Sistema Digestivo. (F): Liquido Pseudoceloma. (G): Sistema Nervioso.
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Fuente: Tomado y Modificado de: Gonzalez-Moragas G. y colaboradores (13), Wormatlas (14),
Prevedel R. y colaboradores (15).

El ciclo de vida de este invertebrado dura
aproximadamente 3 a 4 dias desde la em-
briogénesis hasta el adulto que pone huevos
y su tamafio va aumentando proporcional-
mente durante cada etapa larval L1, L2, L3
y L4 (11). Después del periodo reproducti-
vo, los nematodos pueden vivir varias sema-
nas mds, antes de morir de senescencia (12).
C. elegans tiene dos sexos naturales; XO
machos y XX hembras hermafroditas. Los
hermafroditas son simplemente hembras
autofértiles y su puesta de huevos estd entre
los 300-350 por un solo animal, sin embar-
go, cuando ambos sexos estdn presentes, la
hembra es muy receptiva y se aparea con el
macho, en este caso la progenie es mucho
mds alta y logra producir mas de 1000 des-
cendientes cuando se aparea (16, 17).

Susceptibilidad bacteriana en el
modelo Caenorhabditis elegans

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

Asi

typhimurium, es capaz de infectar y matar

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

lutivamente conservado (28).

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

aeruginosa no se observa acumulacién bacte-

riana de S. pyogenes en el interior C. elegans,
lo que excluye la participacién de proce-
sos similares de infeccién por cada bacteria
(30). Por el contrario Staphylococcus aureus
extermina al nematodo en el transcurso de
varios dfas en un proceso que se correlacio-
na con la acumulacién de bacterias dentro
de su tracto digestivo (31).

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

Otras investigaciones sugieren que cuando

C. elegans es alimentado con; Streptoverti-
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cillium albireticuli, Bacillus megaterium,
Shewanella frigidimarina, Shewanella massi-
lia, Aeromonas hydrophila, Photorhabdus lu-
minescens, Xenorhabdus nematophila, dichos
microorganismos generan una reacciéon ne-

estudio de antimicrobianos

maticida (19, 36). Uno de los estudios que
resumen algunas bacterias que afectan al
nematodo por la acumulacién bacteriana en
cavidades corporales se expresa en la Figura
2, a través de un diagrama anatémico (37).

Figura 2. Microorganismos nematicidas en C. elegans.

- Pseudomonas
‘, Nemat_oc_:.lda aeruginosa
- parisii
Irvacl Céiks Acumulacién en el Toxinas
frasiinsles lumen intestinal _ = Microbacterium
superior A\ <4 \ nematophilum
\ ’ Adhesién en la
cuticula
Yersinia pestis . {«_ Cryptococcus
Biofilm en la boca \ " neoformans
i Acumulacién en el
/ lumen intestinal = Entfemcc;gcus
Toxinas inferior N i
. Colonizacion del Staphylococcus Salmonella
Burkholderia utero aureus typhimurium
pseudomallei Poros en la Leucobacter
cuticula chromiireducens Serratia
e marcescens
coniospora

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

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

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

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

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

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

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

El contacto constante de C. elegans con mi-
crobios transmitidos por el suelo sugiere
que este nematodo debe haber desarrolla-
do respuestas protectoras contra los patd-
genos. Inicialmente no se tenia claro c6mo
funcionaba la inmunidad de este animal, es
por ello que Mallo G. y colaboradores bus-
can comprender el sistema inmune de este

invertebrado y realizan una infeccién con
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Serratia marcescens, obteniendo como resul-
tado la expresién de gran cantidad de genes
tras el contagio (33). Actualmente se sabe
que C. elegans puede protegerse de los pa-
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tégenos a través del uso de barreras fisicas,
proteinas efectoras y vias de sefalizacién, la
Tabla 1, resume estos mecanismos.

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

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

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

antibacteriano.

MECANISMOS DE DEFENSA
Caenorhabditis elegans

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

Fuente: Elaboracién propia.

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

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

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

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

ha probado (43).

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

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

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

tégenos (43).

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

Gram-positivas (45).

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

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

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

En un estudio dirigido a examinar varios
mutantes definidos de C. elegans que poseen
pérdida de la funcién en los genes esp-2 /
sek-1y esp-8 / nsy-1, relacionados con p38
MAPK quinasa parecen estar directamente
involucrados en defensa de nematodos con-

estudio de antimicrobianos

tra multiples patégenos, pues tras la pérdida
de dichos genes se encuentra que hay mayor
susceptibilidad de muerte en todas las eta-
pas de desarrollo a comparacién de la cepa
N2, lo que indica que el animal posee una
via de senalizacién conservada de la “p38
MAP quinasa” importante en la inmunidad
del nematodo (31).

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

(42).

119



120

NOVA. 2021; 19 (36)

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

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

ciosas.

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

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

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

las caracteristicas fisiol6gicas del nematodo

(48, 49).

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

Ensayos fisioldgicos en el modelo de
infeccion de C. elegans

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

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

Longevidad

C. elegans es un modelo popular para estu-
diar el envejecimiento o longevidad debido
a su corta vida atil y capacidad de rastreo
genético, la medicién de longevidad es un
método directo que determina las conse-
cuencias del envejecimiento y la muerte.
Este procedimiento se fundamenta en con-
tar nematodos vivos y muertos en pobla-
ciones sincronizadas a intervalos de tiempo

121



122

NOVA. 2021; 19 (36)

regulares que se exponen a una condicién
como por ejemplo un agente patdgeno,
para luego generar curvas estadisticas de la
vida util e ilustrar los porcentajes de ani-
males vivos en las poblaciones a lo largo del

tiempo (50).

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

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

Figura 5. Esperanza de vida de Clelegans sod-3 marcado con GFP, (A): C.elegans alimentado con E.coli, (B)
C.elegans marcado con B. subtilis (C) C.elegans sod-3 marcado con GFP
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Fuente: Tomado y modificado de: Sanchez-Blanco A y colaboradores (51).
Movilidad y Longitud En un estudio realizado por Joshua P. y

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

colaboradores; Figura 6A y 6B, se puede
observar como el nematodo tiene ondula-
ciones aberrantes cuando consume Yersinia
pseudotuberculosis en comparacién de un
movimiento sinusoidal normal de los ne-
matodos cuando se exponen a E. coli OP50,
lo cual indica que algunas bacterias pueden
afectar significativamente su movilidad y si

este modelo se usa con el fin de tratar con
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antibidticos a Y. pseudotuberculosis se espe-
rarfa que el animal recobrara su movimien-
to o mejorara el mismo a través del tiempo
dependiendo de la dosis del firmaco (35).
Por otro lado en un estudio realizado por
Sugawara T. y colaboradores; Figura 6C., se
observa como Bifidobacterium longum afec-

estudio de antimicrobianos

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

del nematodo. (54).

Figura 6. (A) C. elegans alimentado con Y. pseudotuberculosis genera un movimiento aberrante (curvas cerradas) (B) C. elegans

cultivado en E. coli OP50 genera un movimiento sinusoidal normal. (C). Efectos de diferentes concentraciones de Bifidobacte-

rium longum (BL) en el crecimiento de C.elegans, E.coli OP50 es el control (CT).
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Fuente: Tomado y modificado de: Joshua GWP. y colaboradores (35)
y Sugawara T. y colaboradores (54).

Reproduccion

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

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

En el estudio realizado por MacNeil L y
colaboradores. estudiaron el tamafo de la
cria de C. elegans expuestos a tres bacterias
diferentes, E. coli OP50, E. coli HT115 y
Comomonas DA1877, encontraron que la
descendencia disminuye o reduce la fecun-
didad significativamente entre E.coli y Co-
momonas como se observa en la Figura 7G,
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por otro lado Sharika L. y colaboradores; Fi-
gura 7A-F descubrieron que los exposicién
a Staphylococcus aureus 'y Vibrio alginolyticus
tienen una diferencia en la morfologia, el

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

E. coli OP50 (55, 56).

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

Evaluacion de la infeccion en el
Modelo de C. elegans

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

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

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

Mayor de Cundinamarca radica en la posi-

estudio de antimicrobianos

bilidad de usar tinciones mds sencillas para
observar bacterias al interior del nematodo
diferente al uso de pldsmidos y la proteina
verde fluorescente.

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

A

B

Fuente: Elaboracién propia.

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

gracias a la transparencia del cuerpo de este

modelo (24).

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

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

fologia normal del modelo (31).

Durante la evaluacién de la infeccién los
investigadores observaron que cuando los
nematodos en etapa L4 se alimentan con
una cepa bacteriana que es patégena, se en-
cuentran bacterias intactas dentro de la luz
intestinal aproximadamente a las 6 horas
postcontagio, ellas proliferan rdpidamente

y en algunos casos se evidencia una disten-
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sién progresiva de la luz intestinal. Ade-
mds, también reportan que los nematodos
muestran pocos signos de infeccién duran-
te las primeras 24 horas, su tasa de puesta
de huevos es normal lo cual refleja que el
estado general del nematodo es eficiente.
Sin embargo, luego de este tiempo se ob-
serva que la locomocién del nematodo, el
bombeo faringeo y el forrajeo es anormal
y posteriormente se evidencia una destruc-
cién progresiva del epitelio intestinal y de
la linea germinal, acompafado de una clara
caida en la tasa de puesta de huevos después

de 48 horas (31, 33).

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

claves para poner a prueba antibidticos.

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

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

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

Mutantes para los estudios de
infeccion en C. elegans

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

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

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

embriones de C. elegans adultos que tenia

estudio de antimicrobianos

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

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

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

alargados y fragmentados.

A

sur-5::GFP adult on E. coli

4

4

sur-5::GFP adult on| Rhizobium

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

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

de contribuir al mejoramiento de los signos

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

(20, 39).

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

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

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

Conclusiones

Diversos son los estudios realizados hasta
el momento enfatizados en demostrar que
pese a que C. elegans se alimenta natural-
mente de bacterias no todas pueden ser re-
lativamente sanas o promover su ciclo de
vida normal, de hecho a lo largo de este ar-
ticulo se evidenci6é que el nematodo puede
verse afectado al consumir ciertas bacterias
en comparacién a su alimento habitual en
el laboratorio (la E. coli OP50), lo que in-
dica que pese a la distancia evolutiva sigue
existiendo una conexién entre una especie
y otra, sobre todo en el caso de la sensibi-
lidad a infecciones que atacan a diferentes
mamiferos.

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



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

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

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