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  La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades muy distintas entre sí, producida por distintas especies de parásitos protozoarios del genero Leishmania, transmitida por insectos dípteros de los géneros Phlebotomus, vectores en el Viejo Mundo y Lutzomyia, vectores en el Nuevo Mundo. En algunas regiones del país se le conoce como mantablanca, palomilla, pringador o mosco-marrano (1,2).


  La fauna de Phlebotominae, vectores de leishmaniasis, tanto en su diversidad como en la abundancia relativa entre especies, es característica y diferente para cada región ecológica (3), que pueden infectar al humano que vive o tiene actividades laborales en áreas tropicales y subtropicales del planeta; las transformaciones ecológicas principalmente en los países en vía de desarrollo, suelen establecer la aparición de nuevos focos de la enfermedad (4), situación que hoy en día permite que la leishmaniasis se presenten cada vez más expandida y cobre mayor importancia en salud pública. La Organización Mundial de la Salud (OMS) refiere en total 350 millones de personas en riesgo de contraer leishmaniasis, enfermedad endémica en 88 países, de ellos 22 en América.


  Actualmente, se reporta una incidencia anual de 1 a 1,5 millones de casos de leishmaniasis tegumentaria (LT) y 500.000 de leishmaniasis visceral (LV), esta última lleva a la muerte en una mayor proporción, estimándose que 75 mil personas con esta condición mueren al año. La LV es una patología ampliamente distribuida en América, aunque muestra rara o baja frecuencia en países andinos (Bolivia, Colombia, Ecuador, Perú y Venezuela), en Brasil constituye un problema relevante en salud pública en alguna de sus regiones (5). En Colombia, la leishmaniasis se presenta en forma endémica y se encuentra en el 91% de todo el territorio ubicado bajo los 1750msnm; además, produce las tres formas clínicas principales de la enfermedad, es decir, la mucosa, visceral y cutánea (6).


  Después del periodo de incubación, las manifestaciones clínicas de la leishmaniasis cutánea (LC) comienzan con una lesión nodular en el sitio de inoculación, con formación de una costra que puede desprenderse, exponiendo una ulcera que se cura gradualmente y deja una cicatriz ligeramente hundida con pigmento alterado. Algunas lesiones pueden perdurar como nódulos o placas. Son usuales los nódulos secundarios en el borde de la lesión. Otros signos o síntomas son: lesiones múltiples primarias o satélites, adenopatías regionales, dolor, prurito e infecciones bacterianas secundarias (7).


  La leishmaniasis mucocutanea es una grave complicación evitable de la leishmaniasis cutánea, este caso muestra fallas en el diagnóstico y tratamiento oportunos y, en general, en el programa de control de esta enfermedad (8), el compromiso mucoso generalmente ocurre varios anos después del compromiso cutáneo, ocasionalmente puede presentarse mientras la lesión cutánea primaria aun esta activa y puede ocurrir por extensión directa desde la piel a la mucosa vecina, cuando la inoculación ocurre en un sitio cercano a la punta nasal o al labio superior, y se manifiesta desde simple edema de mucosa nasal, obstrucción, secreción purulenta hasta perforación del cartílago nasal, la faringe, el paladar, la laringe y el labio superior, creando deformidad física (9).


  La LV afecta generalmente a la población infantil y a los reservorios de esta enfermedad que son los perros domésticos, clínicamente se caracteriza por generar linfoadenomegalia, pérdida de peso marcada, decaimiento progresivo, hepato-esplenomegalia, epistaxis, artropatías, ascitis, diarrea; algunas veces presentan nódulos, alopecia, dermatitis exfoliaría seca; así mismo, las alteraciones oftalmológicas tipo uveitis, blefaroconjuntivitis y queratoconjuntivitis son frecuentes y progresa el depósito de inmunocomplejos a nivel renal conllevando a glomerulonefropatias con pérdida de proteínas, polidipsia, poliuria y vómitos (10). En Colombia se presenta en algunos departamentos como Tolima, Sucre, Córdoba, Bolívar y los valles del rio Magdalena. El índice registrado en el año 2003 fue de 125 casos, según el Instituto Nacional de Salud.


  Las lesiones son causadas por un protozoario del genero Leishmania, con más de 20 especies identificadas a nivel mundial; por lo menos la mitad de ellas han sido encontradas en América. Las formas del parasito están relacionadas con el ciclo de vida y son dos: promastigotes extracelulares de forma flagelar, los cuales se encuentran en el canal alimentario del insecto vector del genero Lutzomyia y crecen en medios de cultivo; la forma amastigota (aflagelar) intracelular obligados presentes dentrode los macrófagos de los tejidos de hospederos vertebrados (en hombres y en animales reservorios) (11). Los mecanismos por los cuales los amastigotes sobreviven en este ambiente aparentemente hostil, han sido pobremente estudiados, debido a la dificultad de realizar análisis bioquímicos directamente sobre el parasito localizado dentro de la célula huésped (12).


  La reproducción se hace por división binaria. Los promastigotes infectantes migran a la parte anterior del insecto, hasta que son inoculados en un nuevo huésped, al comienzo de la picadura. El tiempo que toma el vector para ser infectante es de aproximadamente 10 días. En la naturaleza, la infección de los vectores es baja, por lo cual se requiere que pique repetidas veces para una transmisión adecuada. Al penetrar los promastigotes por la piel, invaden las células histiocitarias y en su interior se transforman en amastigotes. L. donovani y L. chagasi se disemina a las vísceras, lo cual no ocurre con las otras especies, que solo se localizan en la piel o mucosas.


  El diagnostico de laboratorio de las leishmaniasis se basa, generalmente, en la aplicación conjunta de métodos de diagnóstico directos e indirectos. El directo requiere la visualización directa del parasito en improntas o frotis del sitio de la lesión o biopsias, las cuales se tiñen con Giemsa o tinción de Romanowsky. Otras posibilidades de diagnóstico, consisten en el cultivo del protozoo o el uso de técnicas moleculares como la Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar e identificar el ADN del parasito.


  Entre los métodos indirectos, se encuentran los serológicos tradicionales como inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ELISA. La prueba de Montenegro o Leishmanina es una prueba de hipersensibilidad tardía y es la más usada como ayuda diagnostica y consiste en la inoculación de extractos parasitarios en hipersensibilidad de tipo celular, presentándose entre las 48 a 72 horas de su aplicación, caracterizada por el rubor y tumefacción del área inoculada igual o mayor a 5mm (13). El presente artículo pretende resaltar la importancia y la dinámica de los medios de cultivos utilizados en el Laboratorio de Parasitología del Instituto Nacional de Salud, para el aislamiento y el mantenimiento de cepas de Leishmania.


  En el laboratorio de Parasitología del Instituto Nacional de Salud, a diferencia de otros autores que aseguran que los cultivos son de poco valor practico por su contaminación frecuente y porque los parásitos que se aíslan in vitro también se encuentran en frotis directos (14), encontramos que el cultivo de las leishmanias es una técnica auxiliar muy valiosa para el diagnóstico directo, ya que permite el aislamiento del parasito y facilita la determinación de la especie de Leishmania que ha infectado al huésped. La forma flagelada o promastigota es fácil de estudiar en material de cultivo de laboratorio, son organismos alargados de 15 a 25 μm por 1,5 a 3,5 μm de ancho, con una extremidad posterior afilada. El citoplasma es abundante granular, con un núcleo redondeado u ovoide y un kinetoplasto ovoide o baciliforme, situado entre el núcleo y la extremidad anterior.


  El manejo y mantenimiento de los cultivos de Leishmania no cumplen un formato estrictamente debido a que cada especie tiene un comportamiento diferente, por lo que hay que procurar que en el mantenimiento in vitro de las cepas se le proporcione los elementos nutricionales lo más cercanas a su hábitat o microambiente natural. Por ello no existe un medio universal que permita el crecimiento de las distintas especies de Leishmania, ya que estas presentan diferentes requerimientos nutricionales. Los parásitos de Leishmania están constituidos esencialmente por proteínas, lípidos e hidratos de carbono, estos últimos en mayor proporción como el glucógeno que se encuentra presente en gran cantidad en la mayoría de especies de Leishmania.


  A pesar de ello, los medios universalmente aceptados y más frecuentemente utilizados son los medios bifásicos de agar sangre (medio de Novy, Nicolle y McNeal o NNN modificado) y los medios monofásicos o líquidos (Schneider, RPMI, etc.), habitualmente enriquecidos con glutamina o/y suero fetal bovino desactivado (10-30%). Estos medios son de difícil aplicación y uso en las áreas endémicas de los países pobres, ya que el costo y la necesidad de importación dificultan su aprovechamiento.


  Un hecho esencial, cuando se utilizan medios enriquecidos con suero bovino fetal, es que debe efectuarse un ensayo previo del lote para comprobar si permite el crecimiento y multiplicación de las leishmanias, ya que se ha comprobado que algunos lotes presentan una notable citotoxicidad y en algunos casos por sus componentes nutricionales enriquecidos facilitan la contaminación bacteriana, por lo que hay que tener más cuidado y adoptar medidas preventivas como el uso de antimicrobianos y antimicóticos como la gentamicina y la 5-fluorocitosina respectivamente. Se ha observado que la contaminación de los cultivos primarios, es decir lo obtenidos a partir de la toma de muestras de lesiones, es un problema frecuente para el crecimiento del parasito, debido a la sobre infección bacteriana de la lesión y a la flora normal de la piel; sin embargo, algunos trabajos como el de Navin y colaboradores demuestran que la sensibilidad del cultivo aumenta cuando este es realizado utilizando una aspiración con aguja del borde de la lesión, este procedimiento parece disminuir notablemente la contaminación secundaria de los cultivos (13). Sea cual sea el medio de cultivo a elegir, se le deben añadir antibióticos para reducir las posibles contaminaciones.


  La elección de los métodos de aislamiento y de cultivo dependerá de las circunstancias inmediatas y de la capacidad técnica y de la experiencia del personal de laboratorio. El aislamiento in vitro presenta ciertas ventajas respecto a los métodos in vivo: los cultivos son positivos más rápidamente, de 5 a 30 días en comparación con los meses que tardan las lesiones en aparecer en un animal y los materiales son menos costosos. Sin embargo, para el aislamiento in vitro, las técnicas utilizadas deben llevarse a cabo en condiciones estériles estrictas; por tanto, no es siempre realizable en condiciones de campo. Por desgracia, no existe todavía un medio de cultivo “universal” en que crezcan con facilidad todas las leishmanias y es casi imposible predecir que medio será el más apropiado para el crecimiento de un aislamiento particular de Leishmania.


  Cada laboratorio tiene que encontrar el medio más adecuado entre los medios bifásicos de agar sangre y los medios de cultivo de tejidos suplementados con suero fetal bovino (15). Cuando se intenta el aislamiento primario de organismos desconocidos, se debe utilizar un medio con agar sangre de preferencia el medio Novy, McNeal y Nicolle (NNN); de acuerdo a la experiencia en el laboratorio, lo ideal es preparar estos medios con sangre desfibrinada de conejo o en su defecto sangre humana con la cual se han obtenido resultados favorables en los aislamientos primarios y en el mantenimiento de cepas de referencia o, en su defecto, medio solido de infusión de cerebro y corazón (BHI) o medio de Tobie modificado por Evans (EMTM). Los organismos de pacientes con LV y LMC pueden ser muy difíciles de cultivar. A veces, incluso cuando el aislamiento inicial tiene éxito, los parásitos pueden morir cuando se subcultivan. Esto parece especialmente frecuente cuando el aislamiento inicial se hace en medio rico. A menudo esto se puede superar si los subcultivos se realizan en medios nutritivos menos ricos, como el NNN, o en los medios semisólidos, como el “Evans mojado” o el agar sangre semisólido de Locke.


  Dentro de las ventajas que se han observado en el laboratorio y en otros de la utilización de medios bifásicos de agar sangre para el diagnóstico primario se mencionan las siguientes: son particularmente valiosos para el aislamiento primario y el mantenimiento, por largo tiempo, de los ≪stocks≫ de Leishmania, permiten la morfogénesis celular de amastigotes en promastigotes, en la gran mayoría de los aislados de L. braziliensis, y de otras especies del sub-genero Viannia, así como del sub-genero Leishmania, son apropiados para los estudios de curvas de crecimiento, lográndose densidades de 107-108 promastigotes por mL de cultivo ≪in vitro≫.


  El medio permite también el establecimiento de la fase estacionaria de crecimiento, en aproximadamente 6-7 días, son de fácil preparación y de bajo costo. Sin embargo, existen también algunos inconvenientes entre los cuales podríamos citar: la dificultad de poder estandarizarse, por ser químicamente complejos y no definidos, no son apropiados para el crecimiento en masa de los flagelados por la presencia del agar, por lo que es necesario utilizar mejor los medios líquidos para la preparación de antígenos convencionales y células para estudios bioquímicos. El uso de medios líquidos, si bien adolece del inconveniente de su alto costo, presenta la ventaja de facilitar la observación del parasito directamente en el microscopio invertido. En cambio, cuando se efectúa el cultivo en medio NNN la observación se dificulta y por ello se le debe agregar unas gotas de medio Schneider, también para facilitar la observación se realiza entre porta y cubreobjetos, tras la toma aséptica de una pequeña

  porción de la fase liquida que es donde crecen los promastigotes (16).


  La temperatura de incubación es otro de los factores importantes en regular el crecimiento y desarrollo del parasito. Los efectos de la temperatura sobre el metabolismo, nutrición y morfología, indican que estos organismos pueden tener capacidades metabólicas a temperaturas elevadas y llegar a ser dependientes del calor, sin embargo la reproducción de las leishmanias se produce a temperaturas de incubación que varían entre 16oC a 32oC (17), pero se sugiere que la temperatura de incubación ideal para Leishmania es de 20oC a 25oC, es por ello que las lesiones tienden a desarrollarse en las partes más frías del cuerpo del hospedero.


  El máximo crecimiento y el periodo de viabilidad varían con los distintos medios y las distintas especies o cepas del parasito. Cuando se efectúa el cultivo en el medio NNN modificado hay que realizar resiembras cada siete días, practicando al menos cuatro resiembras sucesivas antes de dar los resultados como negativos. En el caso de ser efectuado la siembra en un medio líquido, se debe proceder con una periodicidad inferior (cada 3-5 días, dependiendo de la cepa) y debe mantenerse el cultivo durante un mínimo de un mes. Sin embargo, nuestra experiencia, junto con la de otros laboratorios (18), nos ha demostrado que es conveniente mantener los cultivos por un periodo de tiempo más largo, ya que algunas cepas se positivaran muy tarde, al cabo de tres meses o más.


  El crecimiento más o menos rápido de un cultivo varia también en función del inoculo. Esto es especialmente frecuente cuando se trata de muestras de medula ósea que contienen gran cantidad de sangre que, a su vez, provoca una inhibición del crecimiento del cultivo. Por eso se recomienda, en estos casos, la dilución de la muestra en suero fisiológico, adicionado de 100U/ml de gentamicina, previa a su siembra. La sensibilidad de los cultivos está directamente relacionada con la correcta selección que se haga del medio más apropiado. Asimismo, la habilidad del investigador para escoger el área de la lesión que sea la de mayor actividad parasitaria, y de conocer la dinámica de cada especie de Leishmania solo surge después de varios años de experiencia, practica y dedicación.
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  Resumen


  El objetivo del estudio fue determinar prevalencia de colonización nasal por S. aureus, así como el perfil de sensibilidad antimicrobiana, resistencia a meticilina en las cepas aisladas y relación entre el estado de portador, estado inmunológico y administración de antimicrobianos en un grupo de pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en la ciudad de Medellín. De esta forma, se tomaron muestras nasales de 151 pacientes ambulatorios VIH positivos. A los aislamientos de Staphylococcus aureus se les evaluó el perfil de sensibilidad antimicrobiana utilizando la técnica de Kirby-Bauer. A los aislamientos resistentes a cefoxitin, se les determinó concentración inhibitoria mínima para oxacilina y vancomicina. A las cepas de S. aureus meticilino resistentes (SARM) se les realizó reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para confirmar la presencia del gen MecA.


  Se encontró una prevalencia de colonización nasal por S. aureus en 37.7% de los pacientes; la colonización por SARM fue 1.9% y por S. aureus sensible a meticilina (SASM) de 35.7%. Los aislamientos SARM se observó sensibilidad para eritromicina 66.6%, clindamicina 100%, gentamicina 100%, tetraciclina 66.6% y vancomicina 100%. La PCR mostró el gen MecA en los aislamientos SARM. Se determinó la prevalencia de colonización por S. aureus en la población estudiada, no se observó relación estadísticamente significativa entre el estado de portador, estado inmunológico, administración de antimicrobianos, períodos previos de hospitalización o sexo en la población estudiada. Los hallazgos microbiológicos se correlacionaron con la presencia del gen Mec A. No se detectaron cepas con sensibilidad disminuida a glicopéptidos ni resistentes a vancomicina.


  Palabras clave: Staphylococcus aureus, resistencia a la meticilina, colonización, virus de la inmunodeficiencia humana, PCR.


  Abstract


  Colonization by Staphylococcus aureus in an HIV-positive patient population of the city of Medellín: antimicrobial susceptibility patterns and characterization of resistance to methicillin


  To determine the prevalence of nasal colonization of S Staphylococcus aureus, its antimicrobial sensitivity profile, methicillin-resistance in strains isolated and the relation between carrier state, immunological status and use of antimicrobials in a group of patients infected with human immunodeficiency virus (HIV) in Medellin.

  151 nasal samples were obtained from ambulatory patients with HIV. Antimicrobial sensitivity profile of S. aureus isolates were evaluated using the Kirby-Bauer method. In addition, we also determined minimum inhibitory concentrations (MIC) for oxacillin and vancomycin. Presence of the mecA gene in methicillin-resistant S. aureus isolates (MRSA) was confirmed through polymerase chain reaction.


  Results:


  The prevalence of S. aureus nasal colonization was 37.74%. The colonization for MRSA was 1.98%, while S. aureus meticiline sensitive isolates were detected in 35.76% of the patients. In the MRSA isolates we observed the following antibiotic sensitivity profile: erythromycin 66.6%, clindamycin 100%, gentamycin 100%, tetracyclin 66.6%, and vancomycin 100%. We confirmed the presence of mecA gene in all MRSA isaolates.


  We determined the prevalence of nasal colonization for S. aureus in the studied population. No statistically significant relation was observed among the state of the carrier, the immunological status, antimicrobial therapy, hospitalization period or gender in the studied population. We correlated the microbiological findings with the presence of the mecA gene. Neither vancomycin resistance nor diminished susceptibility to glycopeptides isolates to were detected.


  Key words: Staphylococcus aureus, methicillin resistance, colonization, human immunodeficience virus and PCR.


  Introducción


  Las enfermedades infecciosas constituyen una causa muy importante de morbilidad y mortalidad en al ámbito mundial, por lo que se espera que el tratamiento adecuado en el momento oportuno para dichas entidades, genere un impacto positivo en la salud pública de la mayoría de los países, especialmente en países subdesarrollados, como lo es Colombia (1). Sin embargo, el tratamiento convencional puede no ser el adecuado cuando se deben combatir microorganismos que han desarrollado mecanismos de resistencia a los antibióticos de primera línea de elección (2). Este ha sido un problema que ha incrementado en los últimos años, afectando de forma negativa el tratamiento de los pacientes, aumentando los costos hospitalarios y los esfuerzos invertidos para lograr la remisión de los pacientes infectados (1,2).


  S. aureus también puede comportarse como un microorganismo comensal, colonizando frecuentemente fosas nasales, manos, axilas, vagina, área perineal y boca de neonatos, niños y adultos; pudiendo causar procesos infecciosos, cuando se expresan los factores de virulencia propios del microorganismo y cuando se alteran las barreras naturales del hospedero por trauma, cirugía o alteración del estado inmune (3, 4, 5).


  S. aureus es uno de los principales agentes etiológicos de infección adquirida en la comunidad pudiendo causar desde infecciones cutáneas leves hasta infecciones severas y potencialmente fatales (3,5). También es un importante agente etiológico de infección intrahospitalaria, causando infección de herida quirúrgica, neumonías y bacteriemias. (3,5). Las infecciones por S. aureus fueron inicialmente tratadas con penicilina, sin embargo este microorganismo desarrolló rápidamente la producción de B-lactamasas, responsables de la resistencia a este antimicrobiano (2).


  Posteriormente se desarrollaron penicilinas semi-sintéticas como la meticilina, oxacilina y sus derivados fluorados, los cuales son los antibióticos de elección en el tratamiento de infecciones producidas por S. aureus (2, 3, 4). En 1960 se reportó por primera vez en Europa una cepa de S. aureus resistente a la meticilina (SARM) posteriormente en Estados Unidos en1968 se reportó una cepa con iguales características. Actualmente la resistencia a la meticilina es un hallazgo frecuente y representa un problema importante de salud pública a nivel mundial (2, 3, 4). Las infecciones causadas por SARM usualmente son tratadas con glicopéptidos tales como vancomicina y teicoplanina, sin embargo se han reportado cepas de S. aureus con sensibilidad intermedia a los glicopéptidos (cepas GISA) con una concentración inhibitoria mínima para vancomicina de 4 a 16 ug/ml, y cepas de S. aureus resistentes a vancomicina (cepas VRSA) con una concentración mínima inhibitoria mayor de 32 ug/ml. Estos aislamientos pueden comportarse como sensibles o resistentes a oxacilina, lo que demuestra la importancia de realizar una minuciosa vigilancia epidemiológica de esta resistencia en todos los aislamientos de S. aureus (6).


  El gen MecA, responsable de la meticilinoresistencia en S. aureus, no es endógeno y se encuentra integrado al cromosoma bacteriano, pudiendo ser detectado mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR), (8,12). El producto de expresión de este gen es una proteína de unión a la penicilina de 78 kDa, con baja afinidad por los antibióticos B-lactámicos, llamada PBP2´ o PBP2a (2,3). Este gen se encuentra dentro de un elemento cromosomal móvil (SCCmec) el cual es una isla genética que ha sido utilizada en diversos estudios para caracterizar la resistencia a meticilina (3).


  La prevalencia de SARM en la comunidad en general es baja, pero aumenta en algunos grupos poblacionales, los cuales, se encuentran en contacto frecuente con personal de servicios salud (7, 8). Dentro de estos grupos poblacionales se encuentran los pacientes infectados con el VIH, la población pediátrica, pacientes en hemodiálisis o en diálisis peritoneal ambulatoria, usuarios de drogas intravenosas y pacientes con diabetes mellitus insulinodependientes.


  Un estudio realizado durante 10 años en pacientes homosexuales infectados con VIH en san francisco, demostró un aumento en la prevalencia de infección por SARM de 7% en 1996 a 76% en 2005 (9). El 90% de los aislamientos tenían un SCCmec tipo IV; los autores concluyen que SARM desplazó las cepas circulantes de SASM en esta población. En otro estudio con 32 pacientes VIH positivos y con infección de origen comunitario en piel y tejidos blandos por SARM, se pudo establecer una relación entre la presentación de una infección por SARM y el aumento de la replicación viral (10).


  A. Uche, 2006 encontró que la mortalidad en pacientes VIH con bacteriemia causada por SARM aumenta dependiendo de la severidad de la enfermedad inicial y de la selección inicial de la terapia antimicrobiana (11, 13).


  J.S Villacian y colaboradores 2004, en Singapur encontraron una prevalencia de colonización por SASM de 23% y por SARM de 3% (15). Adicionalmente, otro estudio realizado en 554 pacientes de un hospital en Nairobi, Kenia también detectó un 3% de colonización nasal por SARM (16). Contrariamente L Clifford McDonald y colaboradores 2003, encontraron en un grupo de 162 pacientes ambulatorios una prevalencia de colonización nasal por S. aureus de 30% y por SARM de 6% (17).


  La información descrita anteriormente demuestra que existen diferencias contundentes en los resultados de prevalencia de colonización, según la población estudiada, lo cual nos lleva a comprender la importancia de realizar estudios en nuestro medio que permitan dar a conocer la situación epidemiológica actual de la colonización nasal por S. aureus en grupos poblacionales que hagan parte de nuestra comunidad.


  Materiales y métodos


  Consideraciones éticas.

  El proyecto cuenta con la aprobación del Comité de investigaciones de la Institución Universitaria Colegio Mayor de Antioquia, teniendo en cuenta las consideraciones que garantizaron el cumplimiento de los lineamientos éticos del estudio y la obtención del consentimiento informado de los pacientes.


  Tipo de estudio, población y muestra.

  Estudio de tipo descriptivo prospectivo, la población objetivo estuvo representada en los individuos infectados con el VIH de la ciudad de Medellín y la población accesible fue conformada por un grupo de pacientes VIH positivos que acudieron a los servicios de salud, en el área de consulta externa, y que realizaron sus para clínicos de control en Dinámica IPS de la ciudad de Medellín. El tamaño muestral fue de 151 pacientes con un error admisible del 3% y un nivel de confianza del 97%. El tamaño muestral se calculó teniendo en cuenta un 3% de prevalencia de colonización nasal por SARM en pacientes VIH positivos, de acuerdo con lo reportado en la bibliografía (15,16). Estos cálculos fueron realizados utilizando el programa EPIDAT.


  En este estudio se utilizaron los siguientes criterios de inclusión: pacientes ambulatorios infectados con VIH que acuden a los servicios de salud, de dinámica IPS de la ciudad de Medellín, sin diferencia de edad, sexo, raza u ocupación.


  Recolección de las muestras y aislamiento de cepas bacterianas.

  Todos los pacientes aceptaron participar del estudio y diligenciaron un formato único de información. Las muestras se obtuvieron mediante frotis nasal, las cuales fueron transportadas en el medio Stuart, y posteriormente cultivadas en agar sangre de carnero, con una siembra por agotamiento, en una atmósfera de 5 al 10% de CO2 a 37°C, durante 24 a 48 horas y en agar cromogénico Chromid MRSA de BioMerieux. Las colonias compatibles con cocos gram positivos se confirmaron mediante coloración de GRAM, prueba de la catalasa, prueba de la coagulasa y el método comercial semiautomatizado API Staph de BioMerieux, para clasificarlo como Staphylococcus aureus. Todos los aislamientos identificados como S. aureus meticilino sensibles y S. aureus meticilino resistentes, se conservaron en caldo BHI glicerol al 30% en ultra congelación.


  Determinación del patrón de susceptibilidad

  A las colonias aisladas de S. aureus se les realizaron antibiogramas por la técnica de Kirby - Bauer, en agar Mueller-Hinton, utilizando los sensidiscos que corresponden a la terapia antimicrobiana de elección en infecciones por S. aureus, (gentamicina, clindamicina, eritromicina, cefoxitin, y tetraciclina).

  

  Adicionalmente se realizó, el test de difusión en disco (D test) para detectar resistencia inducible a clindamicina. Los halos de inhibición se midieron a las 24 horas de incubación, siguiendo las normas estandarizadas por el CLSI (Clinical and Laboratory Standars Institute) (14). En los aislamientos resistentes a cefoxitin, se determinó la concentración inhibitoria mínima para oxacilina. En los cultivos de S. aureus resistentes a oxacilina se estudió la sensibilidad a vancomicina determinando la concentración inhibitoria mínima respectiva. A todos los aislamientos se les realizó la prueba de supresión a vancomicina para estudiar la sensibilidad a dicho antibiótico, como lo indican las normas del CLSI (14). Como control interno para la validación de las pruebas de identificación y de sensibilidad antimicrobiana se utilizaron Cepas de referencia ATCC (American Type Culture) de S. aureus meticilino resistente (ATCC 43300) y meticilino susceptible (ATCC 29213).


  Extracción del ADN bacteriano y Reacción en cadena de la polimerasa.

  Los cultivos identificados como S. aureus meticilino resistente se les sometió a un protocolo de extracción de ADN genómico utilizando el kit comercial de Promega “Wizard® Genomic DNA Purification Kitcat A1120”, siguiendo las instrucciones del fabricante. http://www.promega.com/tbs/tm050/tm050.pdf.

  A partir del ADN bacteriano obtenido por el método previamente descrito, se amplificó mediante PCR convencional un fragmento correspondiente al gen Mec A, utilizando los iniciadores reportados por Jaffe y col. 2000 (13). Como controles se utilizaron 16S RNAr especifico de Staphylococcus y 16S RNAr de bacterias. La secuencia de los iniciadores y el tamaño fragmento que se obtuvo se especifican en la Tabla 1.


  Tabla 1. Iniciadores y tamaño del producto de amplificación. (Jaffe y col. 2000) (13).
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  Las condiciones de PCR utilizadas en este estudio fueron las siguientes: Desnaturalización inicial a 95ºC durante 5 minutos, 35 ciclos de 95ºC durante 1 minuto, 57ºC por 1 minuto y 70ºC por 45 segundos; y una elongación final de 10 minutos a 70ºC. La reacción se hizo en un volumen 50 ul así: 5 μl de Buffer10X, 1.5 μl de MgCl2, 5 μl de dNTP`s , 2 μl de Primer 1, 2 μl de Primer 2, 0.5 μl de polimerasa (Biolasa), 33 μl de H20 y 1 μl de ADN, Tabla 1.


  Análisis estadístico

  Con los resultados obtenidos se realizó una base de datos en el programa Excel, la cual fue analizada utilizando el programa SPSS versión 15 para su respectivo análisis estadístico descriptivo. Se realizó análisis univariado para caracterizar las variables. Posteriormente, se realizó análisis bivariado para conocer la relación entre variables por medio de la prueba Chi cuadrado de independencia. Valores de P <0.5 se consideraron estadísticamente significativos.


  Resultados


  Prevalencia de colonización. De las 151 muestras analizadas, se obtuvieron 57 aislamientos de S. aureus, de los cuales 54 fueron sensibles a meticilina y 3 fueron resistentes. La prevalencia de colonización nasal por SARM fué 1.9% y por SASM de 35.7%.


  Pruebas de sensibilidad. En las pruebas de sensibilidad realizadas para los aislamientos resistentes a meticilina se observó una sensibilidad para eritromicina de 66.6% y para tetraciclina de 66.6%. Todas las cepas evaluadas mostraron una sensibilidad de 100% para gentamicina, clindamicina y vancomicina, Figura 1.
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  Figura 1. Perfil de sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos SARM


  Análisis estadístico de variables: No se encontró una relación estadísticamente significativa entre el estado de portador nasal de SARM o SASM, y el sexo, la administración de tratamiento antimicrobiano o los períodos previos de hospitalización. Tampoco se encontró una relación estadísticamente significativa entre el estado de portador nasal y el estado inmunológico del paciente.


  Presencia del gen MecA en cepas SARM: En todos los aislamientos de S. aureus resistentes a la meticilina se encontró la presencia del gen Mec A, permitiendo correlacionar los hallazgos microbiológicos con los resultados de las pruebas moleculares, Figura 2.


  Discusión


  En el presente estudio se evidenció la presencia de S aureus en el 37.7% de los pacientes VIH, de los cuales 1.9% eran cepas SARM y el 35.7% cepas SASM, siendo esta una población susceptible a las infecciones por S. aureus, en especial, cuando se encuentra previa colonización nasal, este dato es de gran importancia para aportar al conocimiento sobre la circulación de cepas SARM en una población de pacientes VIH.
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  Figura 1. Amplificación mediante PCR. (A) gen Mec A. (B) 16S RNAr Staphylococcus. (C) 16S RNAr Bacteriano. Carril 1: control negativo. Carril 2: control positivo. Carril 3: aislamiento 39. Carril 4: aislamiento 132. Carril 5: aislamiento 147 y Carril 6: Marcador de peso molecular.


  Debido a que no se observó una relación estadísticamente significativa entre las variables estudiadas con el estado de portador de cepas SARM o SASM no es posible establecer grupos poblacionales para aplicar terapia preventiva, por lo tanto es necesaria una estricta vigilancia epidemiológica en grupos poblacionales susceptibles para los cuales ser portador de cepas SARM presenta un alto factor de riesgo para el desarrollo de infecciones complicadas que comprometen seriamente su vida.


  En el año 2009, el grupo para el estudio de la resistencia a antibióticos en Medellín (GERMEN) a partir de la información obtenida de 14 Instituciones hospitalarias y 1 Laboratorio clínico del área metropolitana del Valle del aburrá, reportó un perfil de sensibilidad para S. aureus en pacientes ambulatorios de eritromicina 69.3%, clindamicina 79.7%, tetraciclina 69%, gentamicina 90.3% y vancomicina 100%. www.grupogermen.org.


  En el presente estudio encontramos los siguientes porcentajes de sensibilidad para la población estudiada, con respecto a los aislamientos SARM: eritromicina 66.6%, clindamicina 100%, tetraciclina 66.6%, gentamicina 100% y vancomicina 100%. Los resultados de la sensibilidad a vancomicina, indican que no existe circulación de cepas GISA o VRSA en el grupo de pacientes que participaron en el estudio, sin embargo se debe continuar con una evaluación de la presencia de esas cepas en diferentes grupos poblacionales.


  Según los resultados obtenidos en la PCR, todos los aislamientos identificados como S .aureus meticilino resistentes mostraron la presencia deun fragmento correspondiente al gen MecA. Loanterior concuerda con lo reportado en la literatura,ya que la prueba de oro para estudiar meticilino resistencia en Staphylococcus es la PCR, según lo indican las normas del CLSI, lo cual podría simplificar posteriores estudios, ya que la presencia del gen MecA se puede determinar mediante PCR convencional, posiblemente omitiendo la realización de pruebas bioquímicas (13). Adicionalmente con la implementación de técnicas como PCR en tiempo real se podría evaluar no solo la presencia de este gen, sino su actividad en los aislamientos en estudio.


  También es importante tener en cuenta la evaluación de la resistencia a mupirocina en estudios posteriores, debido a que el tratamiento de elección para decolonizar pacientes en fosas nasales es la aplicación de mupirocina tópica.


  El establecimiento de S. aureus como colonizador de fosas nasales y el fenómeno de la resistencia a meticilina en este microorganismo, se vuelve un aspecto cada vez más importante en la epidemiología de nuestro medio, ya que afecta tanto a la población general, como a grupos poblacionales expuestos a diversos factores de riesgo. Por lo anterior, tiene gran pertinencia la realización de estudios que busquen la circulación de estas cepas en diferentes grupos poblacionales y que estén orientados a la detección oportuna de portadores asintomáticos, ya que este tipo de estudios, darán origen al establecimiento de futuras medidas de prevención que permitirán disminuir la propagación de dichos aislamientos en el ambiente comunitario e intrahospitalario, y por ende permitirán impactar positivamente el perfil epidemiológico de nuestro medio.


  Finalmente, la detección temprana de estos aislamientos en grupos poblacionales susceptibles ayuda a disminuir la tasa de infecciones y por tanto la incidencia de complicaciones y el costo en los tratamientos, favoreciendo desde todo punto de vista el contexto epidemiológico de los pacientes.
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  Resumen


  La producción de tumores cancerosos o tumorgénesis ha sido estudiada desde principios del siglo XX por matemáticos y físicos interesados en aplicaciones biológicas. En este trabajo se plantean diversos modelos que utilizan ecuaciones diferenciales ordinarias, ecuaciones diferenciales parciales, modelos estocásticos discretos, estadísticos y de análisis numérico para describir el crecimiento de tumores cancerosos. Se muestra un análisis comparativo entre estos modelos matemáticos, estableciendo particularidades y limitaciones debido a la especificidad de las poblaciones cancerosas. Se amplía un estudio del modelo de competencia por nutrientes utilizando una simulación computacional, donde se muestran resultados gráficos de las simulaciones para poblaciones de células cancerosas y muertas.
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  Abstract


  Use mathematical models to describe the growth of cancerous tumors


  The production of cancerous tumors or tumorigenesis has been studied from principles of the twentieth century by mathematicians and physicists interested in biological applications. In this paper we discuss various models using ordinary differential equations, partial differential equations, discrete stochastic models, statistical and numerical analysis to describe the growth of cancerous tumors. Shows a comparison between these mathematical models, setting characteristics and limitations due to the specific cancer populations. It extends a model study competition for nutrients using a computer simulation, which shows graphical results of simulations for populations of cancer cells and dead.


  Keywords: cancer cells, mathematical models, competition for nutrients, computer simulation.


  Introducción


  Aunque la evolución de un sistema cancerígeno está limitada y condicionada a parámetros químicos y biológicos, su diseminación a través de los tejidos y órganos contaminados obedece a diversas reglas deterministas o estocásticas, las cuales se pueden modelar utilizando herramientas matemáticas y condicionamientos físicos (1). La producción de tumores cancerosos o tumorgénesis ha sido estudiada desde principios del siglo XX por matemáticos interesados en aplicaciones biológicas (2). Se plantean diversos modelos que utilizan ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO), ecuaciones diferenciales parciales (EDP), modelos estocásticos discretos, estadísticos y de análisis numérico.


  Existen trabajos alrededor de este tema que muestran, por un lado, resultados referidos a tratamientos particulares con modelos no generalizados, y por otro, estructuras funcionales que permiten la aplicabilidad a diversos tipos de cáncer. Sin embargo, hoy en día se carece de un modelo que proporcione una predicción y caracterización del comportamiento para el crecimiento de tumores cancerosos en sus múltiples formas y para cualquier tipo de población, teniendo en cuenta, que los modelos existentes funcionan bajo condiciones ideales y con poblaciones específicas (3), científicos de diferentes áreas han desarrollado modelos para el tratamiento de la dinámica del crecimiento tumoral. Modelos provenientes de diversos campos como la matemática aplicada, la estadística, la ciencia computacional, la ciencia de materiales, la mecánica de fluidos, la dinámica poblacional, la evolución y la teoría del juego han sido desarrollados (4).


  En este trabajo se muestra un análisis comparativo entre estos modelos matemáticos estableciendo particularidades y limitaciones de generalización debido a la especificidad de las poblaciones cancerosas. Se amplía un estudio del modelo de competencia por nutrientes utilizando una simulación computacional, donde se muestran resultados gráficos de las simulaciones para poblaciones de células cancerosas y muertas.


  Modelos matemáticos


  Ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO):este modelo supone una población de células cancerosas con igual potencial de crecimiento. Se aplica a problemas de estabilidad y permanencia de sistemas donde se tiene una población biológica compitiendo por recursos. La EDO describe la competición entre organismos como un cambio en la función de saturación. El número de células en un tiempo t depende de la tasa de crecimiento y está asociado con la capacidad de transporte, que es el tamaño máximo de la población que se puede alcanzar, definida por el nutriente suplido y las restricciones espaciales.


  La solución a esta ecuación es la curva sigmoidal. Una aplicación de este modelo fue introducido por Manfred Eigen en 1971 como un camino para modelar la evolución dinámica de moléculas únicas de ARN en experimentos de laboratorio, conocido como el modelo de las cuasiespecies. Luego se extendió este modelo al tratamiento y evolución de virus, bacterias y modelos simples del sistema inmune (2). El modelo de Eigen supone una población heterogénea de células i que compiten entre sí y zodean las células saludables en busca de nutrientes, oxigeno y espacio. En este modelo el número total de células del sistema se supone constante y se permite el desencadenamiento de mutaciones que generan divisiones celulares a una razón determinada para cada tipo de célula, es decir, una célula de tipo i solo puede mutar en una del tipo i +1 (5).


  Ecuaciones diferenciales parciales:este método es una herramienta muy usada en el estudio del crecimiento de tumores y la forma en que se difunden sobre los tejidos que los rodean (6-7). En la utilización de estas ecuaciones se supone un sistema descrito bajo un comportamiento mecánico, donde el sistema puede ser un fluido o una mezcla entre líquido y sólido (los fluidos son normalmente los nutrientes). Se presentan fenómenos de difusión y transporte de nutrientes teniendo en cuenta efectos de concentración, tamaño y velocidad de células.


  En este modelo se aplican condiciones iniciales y de frontera que están relacionadas con el tamaño, la permeabilidad del medio, la geometría y las dimensiones del sistema. Anderson y Chaplain densidad de células endoteliales (EC) que migran a través de un tumor y forman estructuras neovasculares en respuesta a una señal química especifica conocida como factor angiogénico del tumor (TAF). Ellos proponen que si n(x,t) es la densidad EC, entonces la migración esta descrita por
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  Donde D y X(c) son el coeficiente de difusión y el parámetro quimio-táctico respectivamente, c(x,t) es la concentración de TAF químico especifico responsable de la quimiotaxis y g(n,c)es la función de proliferación. Para el caso simple la señal química se puede suponer como estacionaria (independiente del tiempo), si no es estacionaria esta debe satisfacer la ecuación diferencial [image: ]


  Con v(c,n) como la función específica de producción de la señal química (8).


  Modelo discreto, autómata celular:la estructura del modelo está basada en una región del espacio discreta (rejilla cuadrada), donde coexisten unas determinadas especies celulares. La dinámica de crecimiento está definida por algunas reglas de interacción a lo largo de los nodos y entre los vecinos de cada celda. Las reglas pueden ser determínisticas o estocásticas, estas últimas son dictaminadas por procesos aleatorios con inclusión de probabilidades. Cada punto de la rejilla puede representar una célula individual o un grupo de células. En una red de autómatas el estado de una célula dentro de la región depende de las reglas definidas, del estado de los vecinos y de su propio estado en la generación anterior.


  Un ejemplo básico de autómata celular es una rejilla en dos dimensiones, con puntos nodales xi,j donde i y j son las dimensiones de la cuadricula. Se empieza con una población inicial, que se actualiza en cada paso de tiempo bajo unas determinadas reglas de muerte y reproducción. Los modelos de autómata celular usados para describir sistemas reales son más complejos y tienen en cuenta factores biológicos que caracterizan la difusividad y crecimiento del tumor.


  El modelo de autómata celular en tres dimensiones describe el crecimiento de un tumor cerebral. En él se incorporan dos tipos de células proliferativas y no proliferativas, que requieren para su evolución de dos cuadriculas una isotrópica y otra adaptable (9-10).


  Modelo estocástico:muchos fenómenos biológicos son gobernados por variables aleatorias, y requieren de un modelo que involucre procesos al azar. Según este modelo no se puede predecir con exactitud el estado de un sistema en un tiempo dado pero se logran predecir ciertas tendencias bajo las cuales este sistema evoluciona paulatinamente de tal manera que para experimentos repetidos se encuentran resultados similares pero no idénticos. El proceso de Moran es un modelo estocástico simple el cual describe el comportamiento de una población basado en una dinámica de nacimiento y muerte. Aquí se considera una población de tamaño N, con células sanas y mutadas. En cada paso de tiempo un individuo A es seleccionado aleatoriamente para su reproducción.


  Debido a esto, otro individuo B es seleccionado para morir. La descendencia de A reemplaza a la célula muerta B, manteniendo a N constante. Así pues el proceso de Moran describe la evolución estocástica de una población finita de tamaño constante. Se supone que todos los individuos residentes son idénticos y se introduce un mutante que tiene un fitness r (el termino fitness, se refiere a la aptitud en el contexto biológico, que es el valor adaptativo que tiene un organismo para poder pasar los genes a futuras generaciones y que sus descendientes puedan nacer y sobrevivir), mientras que el de los residentes es 1, es decir, que los mutantes pueden ser menos o más aptos para sobrevivir que sus predecesores.


  Los únicos estados estables posibles en el proceso de Moran son o todos mutantes o todos residentes. Komarova describe comportamientos celulares de organismos adultos como un modelo simple que tiene como característica una población constante (11). Otros modelos proponen además poblaciones en continuo crecimiento o decadencia continua hasta su extinción, como es el caso del proceso one-hit o el two-hit (12-13).


  Modelo estadístico:este modelo es utilizado en procesos donde las múltiples etapas de la carcinogénesis se presentan como una serie de procesos estocásticos con eventos mutacionales y de expansión de clones. Para este modelo se proponen una serie de variables como tasas de mutación, tasas promedio de expansión de clones por etapa y número de etapas. La probabilidad de desarrollo de cáncer para una cierta edad es calculada, usualmente por simulaciones numéricas, como una función de todos los parámetros desconocidos. El resultado de tales cálculos para cada conjunto de parámetros es comparado con los datos existentes de la incidencia de cáncer, donde se identifica el conjunto de parámetros que mejor se ajuste. Trabajos en los que se analizan curvas de incidencia y muerte con la edad muestran diferentes curvas con las fluctuaciones estadísticas de las muertes a causa del cáncer por año, se destacan las diferencias entre el cáncer a edades tempranas y después de los cuarenta años (14-15).


  Modelo de competencia por nutrientes

  Scalerandi y colaboradores desarrollaron un modelo para el crecimiento del cáncer basado en la competencia por nutrientes. Este modelo supone una población celular condicionada en una región del espacio discreta (16). Se formulan una serie de reglas a nivel celular, las cuales son implementadas con ecuaciones diferenciales no lineales. Las ecuaciones diferenciales son discretas y solucionadas usando simulaciones numéricas. Se considera una región de tejido completamente sana. El tejido se representa por una red cuadrada, donde cada punto nodal i,j representa un elemento de volumen que contienevarias células y moléculas de nutrientes. Se coloca una semilla de cáncer en el centro de la red. Luego de un paso de tiempo se supone la coexistencia de tres poblaciones, células cancerosas, células sanas y células muertas, dentro de los nodos que conforman la red. La evolución de esta concentración de células es descrita por ecuaciones diferenciales de primer orden en función del tiempo, que están sujetas a unas determinadas reglas de crecimiento. Estas reglas dependen de la disponibilidad de nutrientes en las cercanías del tumor, de las tasas de absorción y difusión de nutrientes, así como de las cantidades de células muertas, sanas y cancerígenas.


  Reglas para el crecimiento de tumores

  Para las reglas de crecimiento se supone la coexistencia de tres poblaciones: células cancerosas c(r ,t)  , células sanas h(r ,t)  y células muertas d(r ,t)  , dentro de los nodos que conforman la red. En el instante inicial t = 0 se coloca una semilla de cáncer dentro de una región con población celular sana. El sistema evoluciona y la distribución de las células que ocupan un nodo varía con el tiempo, pero se supone que la población total por nodo se conserva y está normalizada, de tal forma que:


  [image: ]


  La cual se cumple en todo momento y en toda la red. El modelo propone para la evolución en el tiempo de estas tres poblaciones una serie de ecuaciones de diferencias de primer orden, que requieren de una solución numérica. Estas ecuaciones se escribirán en adelante de forma discreta omitiendo por brevedad la dependencia con el tiempo. Se describen a continuación las reglas para el crecimiento de tumores cancerosos según este modelo: alimentación, consumo, muerte, mitosis, migración.


  Alimentación: los nutrientes libres p(r )  son transformados en nutrientes ligados q(r )  con una tasa de absorción γ ~ igual a [image: ], (d) donde Γ es un parámetro de afinidad y as γ ~ representa el valor de saturación de la tasa de absorción para valores grandes de nutriente libre, p(r )  .


  Consumo:los nutrientes ligados q(r )  son consumidos por las células cancerosas con una tasa de [image: ], (e) Donde el término c(r )  ha sido incluido en el exponente porque cada célula puede consumir únicamente su propio nutriente ligado.


  Muerte:la mortalidad de células depende de la concentración de nutriente ligado, que es necesario para el funcionamiento de las células, la escasez de éste produce la muerte celular. Si la cantidad promedio de nutriente ligado por célula cancerosa q(r ) / c(r )   , en un nodo r , cae por debajo del umbral de muerte D Q , un número de células cancerosas r c(r ) D

   mueren de hambre en el siguiente paso.


  Mitosis:una alta concentración de nutriente ligado puede ocasionar división celular. Cuando la cantidad promedio de nutriente ligado por célula cancerosa q(r ) / c(r )   excede el umbral de mitosis, ( ) M M D Q Q > Q , una fracción m(r )  de células sanas es transformada en células cancerosas. Esta fracción está dada por, [image: ]


  Aquí Θ(x) es la función escalón de Heaviside, la cual verifica cuando la cantidad promedio de nutriente ligado es menor que el umbral de muerte y cuando la cantidad promedio de nutriente ligado se hace mayor que el umbral de mitosis. M r es una constante.


  Migración:si los nutrientes libres son pocos, las células cancerosas tienden a migrar a los nodos vecinos más cercanos. Asumiendo que si la cantidad promedio de nutriente libre por célula cancerosa en un nodo r , es D p(r ) / c(r ) < P   , las células cancerosas migraran a los nodos vecinos con un coeficiente de migración α ~ el cual depende del tipo de nutriente. Donde D P es la cantidad mínima de nutriente libre por célula cancerosa, existente en los alrededores, para el cual no se produce migración.


  Materiales y métodos


  Las funciones vitales que tienen lugar en el interior de las células, a nivel microscópico, tales como la síntesis de proteínas, la transmisión de información genética y demás, involucran procesos de alta complejidad para la realización de análisis matemáticos y caracterizaciones físicas. Sin embargo, cuando se estudian los tejidos a una escala mayor como la mesoscópica existen algunas estructuras biológicas sobre las cuales subyace la idea de un modelo de coexistencia celular.


  Este modelo obedece dinámicas de movilidad, reproducción y muerte que están sujetas a procesos de supervivencia celular, en los cuales las diferentes poblaciones que conviven en un tejido compiten por alimento y espacio. Teniendo en cuenta que una célula no tiene sentido de su posición en el tejido, sino que solo responde a señales y estímulos provenientes de su entorno local (3), el análisis mesoscópico desarrollado en este trabajo pretende describir el comportamiento celular a esta escala, utilizando el modelo matemático de competencia por nutrientes.


  Para la realización de las simulaciones computacionales se discretizaron las ecuaciones diferenciales que propone el modelo, utilizando diferencias finitas; luego de ello se desarrolló un programa en C++, con programación orientado a objetos. Los resultados numéricos que arrojaban las simulaciones se visualizaron a través de graficas generadas en Matlab 7.0, para su posterior análisis, discusión y convalidación con expertos de la Universidades de Puerto Rico y Córdoba Argentina (17, 18).


  Resultados


  En este trabajo se amplía un estudio del modelo de competencia por nutrientes. Se considera una red de tejido de 1cm x1cm . La red se selecciona pequeña ya que se debe garantizar mantener el tejido dotado de los nutrientes y oxigeno necesarios para que las células puedan desarrollar sus funciones biológicas básicas. El diámetro promedio de las células de los mamíferos es aproximadamente de 10 μm. Teniendo en cuenta que el modelo utilizado está basado en concentraciones celulares resulta apropiado suponer la red del tejido de 100 x 100 nodos. Así cada nodo tendrá una dimensión de 100μmx100μm. Considerando el tamaño celular cada nodo contendrá 100 células. La discretización espacial estará dada por [image: ]


  Para la discretización temporal se debe garantizar la estabilidad de la red de acuerdo con... para no tener problemas en la discretización de las derivadas donde se supone que Δt = 8h , es decir que 3 pasos de simulación corresponden a un día o que t = 1000 pasos corresponden aproximadamente a un año de tiempo real (17). Este es un valor estimado para un correspondiente crecimiento cancerígeno cercano a los 5 años para producirse la intravasación (18).


  [image: ]


  Figura 1. Morfología del crecimiento de células cancerosas. Tumor en diferentes iteraciones de tiempo. Parámetros tomados de Komarova y colaboradores, mayor concentración cancerosa color rojo disminuyendo la densidad hacia el color azul.


  La Figura 1 muestra el comportamiento de las células cancerosas para el crecimiento de un tumor. Se observa que a partir de una semilla en el centro de la red se genera el crecimiento del tumor canceroso. El tumor inicia como una masa uniforme y concentrada, la cual presenta una baja densidad de células cancerosas (azul) en la región superior, la actividad cancerosa aumenta hacia la parte baja del tumor, región roja, orientado hacia la parte inferior de la red donde se encuentra ubicada la vena, por donde circulan los nutrientes. Se genera una zona denominada núcleo necrótico, región azul oscuro, ubicada en la parte central y caracterizada por contener las células muertas del tumor. Estas células son originadas a partir de las cancerígenas que no se pueden reproducir o mueren por falta de alimento y espacio.


  [image: ]


  Figura 2. Morfología de las células muertas. La región azul oscuro está completamente sana y los colores rojos, amarillos y azules claros representan las regiones con mayor número de células muertas del tumor.


  En la Figura 2 se muestra el comportamiento de la concentración de células muertas. Se aprecia en estas imágenes como este crecimiento se origina desde la parte central y se expande de forma maciza hacia el exterior, generando lo que anteriormente se denominó núcleo necrótico. Es importante notar que las simulaciones muestran una aparición de células muertas solamente en la región central del tumor. Este comportamiento se da porque la actividad celular, como consumo de nutrientes y búsqueda de espacio, se desarrolla principalmente en la periferia del tumor que es la zona más agresiva (19-20). Las células que van quedando en la parte interna comienzan a morir por falta de condiciones suficientes para cumplir sus funciones vitales.


  Discusión


  En el modelo de competencia por nutrientes se encontraron comportamientos particulares asociados con la disponibilidad de nutrientes y de espacio, evidenciándose que las células cancerosas compiten por estos dos. El comportamiento del modelo refleja que la proliferación cancerosa depende estrictamente de cuatro parámetros: la movilidad de las células cancerosas α ~ , la capacidad de absorción de nutrientes , la capacidad para consumir nutrientes y la disposición del nutriente libre en el tejido p(r )  .


  Las simulaciones muestran que las células muertas se ubican esencialmente en la región central del tumor, debido a que la actividad celular, como consumo de nutrientes y búsqueda de espacio, se desarrolla principalmente en la periferia del tumor que es la zona más agresiva y con mayor actividad. Este comportamiento es similar a lo encontrado en el trabajo de Brú (20), el cual explicita como un factor predominante privilegia la posición que brinda la región externa del tumor, debido a su proximidad y mayor interacción con los nutrientes y el espacio libre para la proliferación de las células cancerosas. Se encuentra además algunas similitudes entre el modelo de competencia por nutrientes con el modelo Autowaves para el crecimiento de los tumores invasivos (21), que tiene en cuenta la división celular, la muerte y la movilidad. Este modelo incluye además la densidad celular local y la distribución de la concentración de nutrientes, que se podría relacionar con la distribución de nutrientes libres p(r ) usados en el modelo de competencia por nutrientes. Cabe destacar que el modelo Autowaves no tiene especificidad en las tasas de absorción, en el consumo de nutrientes y migración, como si lo hace el utilizado en este trabajo de competencia por nutrientes.


  Este modelo refleja consistencia y validez ya que permite predecir diferentes tasas de crecimiento y morfologías tumorales al variar algunos de sus parámetros, como la movilidad, el consumo y la absorción de nutrientes. Si el parámetro se hace grande el nutriente libre se consumirá más rápido ocasionando migración celular. Por otro lado si < las células cancerosas aumentan su reproducción ya que disponen de una mayor concentración de nutriente ligado; esto ocasiona una posterior reducción de p(r )  en la región, lo que origina la migración celular. El desarrollo de este modelo es consecuente con las reglas biológicas que involucran dinámicas de movilidad y crecimiento, en donde las células compiten por espacio y alimento con células de la misma clase, de otras clases o vecinas.


  Otra fortaleza del modelo es la capacidad que tiene de predecir tiempos de vida de algunos órganos afectados, así como de ofrecer criterios temporales para pronosticar procesos de metástasis, los cuales pueden ser de gran utilidad en la aplicación medica real (17). Los resultados obtenidos en este conllevan a considerar que el método EDO presenta como ventaja la simplicidad en el desarrollo, pero es poco detallado excluyendo eventos aleatorios, lo que implica una aplicabilidad restringida. El modelaje con EDP describe dinámicamente variaciones espaciales del sistema que son más convincentes biológicamente que las encontradas con las EDO, pero el tratamiento físico no se puede idealizar ya que faltan parámetros biológicos y la intervención de los efectos estocásticos. El modelaje discreto, muestra una nueva clase de comportamiento que no puede ser visto en el modelo continuo, permitiendo rastrear celdas individuales reproduciendo las dinámicas que surgen de la estructura como la vascularización de tumores. Esta aproximación es netamente numérica dificultando el análisis del modelo y la generalización del mismo para diversas tendencias.


  El modelaje computacional se muestra como una herramienta esencial en el tratamiento de las dinámicas de crecimiento, siendo ésta la forma más eficiente de estudiar y visualizar el comportamiento de poblaciones que obedecen estructuras discretas y fenómenos de aleatoriedad. Con el modelo estudiado de competencia por nutrientes se analizaron diversas morfologías de crecimiento, estudiando y evaluando sistemáticamente el comportamiento y la dinámica tumoral al variar los parámetros que regulan el modelo, como absorción y consumo de nutrientes, migración, mitosis y muerte celular. En este proceso se encontraron comportamientos particulares asociados con la disponibilidad de nutrientes y de espacio, resaltándose que las células cancerosas compiten por estos dos.
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  Resumen


  La col china (Brassica campestris L. var pekinensis) es una hortaliza de origen asiático apreciada en todos los continentes por su valor nutricional y propiedades medicinales. Reportes de productores de todo el país han manifestado que hay pérdidas económicas en este cultivo al parecer originadas por enfermedades bacterianas; una de ellas es la marchitez bacteriana, que disminuye el tiempo de viabilidad del producto, también su continuidad en el mercado y, en consecuencia, la no utilización del mismo por parte del consumidor. Cultivadores en Cogua, Colombia reportan pérdidas de un 80% en su producción a causa de esta patología. La principal manifestación es la presencia de lesiones húmedas y marchitez en los bordes externos de las hojas.


  El objetivo de este proyecto fue la identificación microbiológica de los posibles patógenos de la marchitez bacteriana en un cultivo de col china en Cogua, Colombia. La metodología utilizada incluyó el análisis de los microorganismos presentes en plantas sanas y enfermas, el aislamiento de bacterias de las lesiones vasculares, la elaboración de pruebas de patogenicidad y la identificación fenotípica del patógeno. Los resultados permitieron concluir que el microorganismo patógeno que ocasionaba marchitez bacteriana en los cultivos de col china en Cogua, Colombia era Xanthomonas axonopodis. La identificación de patógenos en plantas de interés económico permite tomar medidas más eficientes referentes a las buenas prácticas agrícolas para manejar enfermedades en plantas y disminuir las pérdidas de producción.


  Palabras clave: col china, flavonoides, fitopatología, marchitez vascular, Xanthomonas.


  Abstract


  Microbiological identification of vascular wilt in Chinese cabbage (Brassica campestris L. var pekinensis) in Cogua, Colombia


  Chinese cabbage (Brassica campestris L. var pekinensis) is an Asian vegetable appreciated in all continents for its nutritional value and medicinal properties. Reports from farmers across the country have shown that there are economic losses in this crop apparently caused by bacterial diseases, one of which is bacterial wilt, which decreases the time of viability of the product also its continuity in the market and therefore, non-use by the consumer. Growers in Cogua, Colombia reported an 80% loss in production due to this disease. The main symptom is the presence of moist lesions and wilting on the outer edges of the leaves. The objective of this project was the identification of potential microbiological pathogens of bacterial wilt in a Chinese cabbage crop in Cogua, Colombia. The methodology included the analysis of microorganisms in healthy and diseased plants, isolation of bacteria in the vascular lesions, the development of pathogenicity and phenotypic identification of the pathogen. The results concluded that the pathogen that caused bacterial wilt on crops of Chinese cabbage in Cogua, Colombia was Xanthomonas axonopodis. The identification of pathogens in plants of economic interest can take more effective measures relating to good agricultural practices to manage diseases in plants and reduce production losses.


  Keywords: Chinese cabbage, flavonoids, plant pathology, vascular wilt, Xanthomonas.


  Introducción


  En el ambito mundial, las hortalizas son un grupo de plantas muy variado con gran capacidad de comercializacion debido a su contenido de aminoacidos, de vitaminas y de minerales (1). Actualmente, los vegetales han adquirido importancia por el cambio en los habitos alimenticios que se orientan hacia el consumo de productos naturales con miras a mejorar la calidad de vida de personas sanas o que sufran alguna enfermedad terminal (2). Las especies de la familia Cruciferae son bien conocidas por la gastronomia y la medicina alternativa: brócoli (Brassica oleraceae L. Subs. itálica Plenck), coliflor (Brassica oleraceae L. Subs. botrytis L), repollitas o coles de Bruselas (Brassica oleraceae L. Subs. gernmifera DC), nabo (Brassica rapa L. Subs. Rapifera), y col china (Brassica campestris L. Subs. pekinensis) (1,3).


  La col china, originaria del Norte de China (4) es una de las especies promisorias en Colombia, se adapta muy bien al clima frio, se desarrolla en optimas condiciones en suelos ricos en nitrogeno y potasio, humedad y temperatura que favorecen la floración temprana (5). Se ha indicado que un alto consumo de los productos de la planta estan asociados a la disminucion de enfermedades cronicas, como las cardiovasculares, la diabetes y el cancer (6-8), debido a la presencia de antioxidantes, vitamina C, vitamina E, carotenoides, glucosinolatos y compuestos fenolicos, especialmente flavonoides que en años recientes, ha contribuido a mejorar la calidad de vida del ser humano.


  En Colombia, la demanda del producto corresponde a estratos medios y altos; destino actual de este producto son supermercados de cadena y su comercializacion es relativamente rapida. El Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural ha estimulado la participacion de productores de hortalizas en los ultimos anos consolidando un acuerdo de competitividad (9). En este documento se reporta que el mercado de coles y coliflores es bajo, pero tambien que los productores de la región cundiboyacense, por la demanda de los consumidores, han aumentado su produccion progresivamente en los ultimos cinco años.


  El mayor problema del cultivo de coles mundialmente, es la marchitez vascular producida por bacterias (10-12), en el caso concreto de la col china, es un grave problema, pues son las hojas el producto consumible de este vegetal. Trabajos previos en otros paises han identificado que Xanthomonas es el genero bacteriano mas asociado a la pudricion de las cruciferas (5). El mecanismo de patogenicidad de Xanthomonas parece estar asociado al sistema de secrecion tipo III (13-15), que es propio de las bacterias Gram negativas y que parece estar relacionado con respuestas especificas gen por gen entre las plantas y los bacilos Gram negativos lo que podria explicar porque las plantas son atacadas casi exclusivamente por bacilos Gram negativos tipo Pseudomonas, Xanthomonas y Erwinia, entre otros

  (16,17).


  Se sabe tambien que en el caso particular de Xanthomonas se produce un pigmento amarillo conocido como xanthomonadina, que es un componente quimico taxonomico que facilita su diagnostico y le confiere proteccion contra los daños foto-biologicos; tambien es indicador de patogenicidad (18). Se ha determinado la presencia de una feromona en esta especie que es necesaria para la producción de su polisacarido extracelular (EPS) y de sus dos tipos de pigmentos (pig A y pig G) , indispensable para la supervivencia en el huesped y que juegan un papel determinante en la infeccion del hospedero y/o supervivencia en la planta (19-21).


  Los productores del municipio de Cogua, en la sabana de Bogota, han reportado perdidas debidas a una enfermedad que se caracteriza por lesiones que son comparables con las reportadas para infecciones bacterianas por Xanthomonas en algunas variedades de hortalizas. La mayoria de las investigaciones en el pais se han orientado al diagnostico y control de patologias producidas por hongos, comunes en otras variedades vegetales y por lo tanto no hay un modelo de diagnostico y control de patologias bacterianas que permita implementar medidas de control eficaces que mitiguen las perdidas economicas por esta enfermedad bacteriana.


  Con este trabajo se espera hacer un aporte sobre el conocimiento del tipo de microorganismo bacteriano que esta causando marchitez vascular en los cultivos de col china en Cogua, municipio de Cundinamarca, Colombia, para controlar su diseminacion, tomar medidas de control eficientes en lo que se refiere a buenas practicas agricolas (BPA), a dar apropiado uso a los plaguicidas y a buscar alternativas de control fitoquimico o biologico frente a la enfermedad, y de esta manera conservar las caracteristicas del producto consumible, sin alterar el equilibrio natural del medio en que se desarrollan, mejorando la calidad y eficiencia del cultivo, lograr mayor rentabilidad economica, un producto mas acorde con las exigencias del mercado y disminuir la incidencia de la enfermedad en el territorio nacional.


  Materiales y métodos


  Fase 1. Aislamiento e identificación microbiológica


  Toma de muestras: se seleccionaron 10 plantas enfermas y 10 sanas de los cultivos de col china (Brassica campestris sbp pekinensis) procedentes de Cogua, Cundinamarca, utilizando un muestreo aleatorio simple haciendo un cubrimiento de todo el terreno. Las muestras se envolvieron en hojas de papel y se protegieron con bolsas de polietileno y se transportaron para el análisis correspondiente antes de una hora.


  Procesamiento de las muestras: se procedio a detectar la presencia bacteriana segun el protocolo de Mendoza y Castano (21). 1. Lavar las muestras de col china, sanas y enfermas con agua corriente durante varios minutos a fin de eliminar contaminantes. 2. Seleccionar las hojas mas afectadas de las plantas enfermas y las hojas de las plantas sanas. 3. Hacer un corte fino de 1mm2 del tejido mas proximo al area necrosada. 4. Realizar un montaje humedo y observar al microscopio la salida del flujo bacterial del tejido vegetal afectado para comprobar la presencia de microorganismos bacterianos. 5. Aislar y purificar las bacterias obtenidas.


  Aislamiento y purificación de bacterias:

  1. Realizar un corte del area aproximada a las areas necrosadas de las hojas de plantas enfermas y de las hojas de plantas sanas de col china, de aproximadamente 1mm de ancho y 3mm de longitud.

  2. Picar finamente en condiciones de asepsia.

  3. Lavar 3 veces en agua destilada estéril.

  4. Trasladar a un tubo con 200μL de agua destilada estéril y se dejar reposar por 4 minutos para permitir que las bacterias fluyeran al líquido. Este procedimiento se repitió para cada una de las muestras. Con un asa bacteriologica calibrada se tomó una muestra de la suspension y se procedio a realizar una siembra masiva en agar tripticase de soya, agar extracto de col china (ver preparacion) y agar McConkey por triplicado para cada una de las muestras. Se incubaron entre 26°C y 28°C de temperatura por 48 horas. Una vez obtenido el crecimiento se realizó una

  identificación microscópica por coloracion de Gram y se establecieron las características macroscópicas de las colonias aisladas.


  Preparación del agar extracto de col china:

  Seleccionar cinco plantulas jovenes y sanas de col china, lavar con agua corriente y posteriormente enjuagar con agua destilada esteril cuatro veces. Pesar 80 gr de las hojas, macerarlas con 200 mL de agua destilada en un mortero esteril hasta obtener una cantidad suficiente del macerado. Cubrir el mortero y dejarlo en un ambiente seco y ausente de luz durante 48 h. Luego filtrar en un erlenmeyer el contenido del extracto y agregar 2 gr de agar- agar. Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121 libras de presion, enfriar y servir en cajas de Petri hasta la solidificación del medio.


  Fase 2. Identificación fenotípica de los microorganismos aislados

  Las colonias puras obtenidas fueron sometidas a una prueba de identificacion bioquimica utilizando el sistema de pruebas automatizadas BD BBL Crystal. Identification System Enteric/Nonfermenter ID Kit. Como pruebas complementarias se realizaron: catalasa; oxidasa; nitrato; indol; urea; Voges-Proskauer; hidrolisis de gelatina; esculina; descarboxilacion de aminoacidos (ornitina, arginina y lisina); motilidad; produccion de pigmento; fermentacion de azucares OF (galactosa, arabinosa, manosa, fructuosa). Las pruebas fueron leidas despues de 48 horas de incubacion entre 26 oC y 28oC.


  Fase 3. Pruebas de patogenicidad

  Estudio experimental utilizando linea base multiple intersujeto de tipo A y B.


  Diseño muestral: siembra total 104 plantulas. De un total de 52 muestras procedentes del municipio de Cogua, susceptibles a presentar la enfermedad (controles) y 52 muestras de col china sanas (experimentales), se estableció un control de la evolución de la enfermedad bajo dos etapas que se analizaron de forma paralela.


  Caracterización de síntomas en cultivo de col china: las muestras, presentaban lesiones húmedas (S1), marchitez sobre los bordes externos con disposicion regular sobre las hojas (S2), infiriendo que las bacterias penetraron principalmente por los hidatodos como consecuencia de previas lesiones por plagas. Afeccion endofita.


  Etapa A: observacion del crecimiento de las plantulas controladas en condiciones de invernadero, a temperatura y humedad, comparando criterios de presencia o ausencia de los sintomas de la enfermedad en cada una de las muestras; se realizaron observaciones cada 48 horas entre las 3 y 4 de la tarde, durante 15 dias en curso a partir del 1 de mayo del 2008. De la misma forma se llevaron a cabo las observaciones para 52 plantas del cultivo del municipio de Cogua, Cundinamarca, comparando los resultados obtenidos.


  Etapa B: número de plantas inoculadas con el patogeno, bajo una concentracion minima, Escala de Mc Farland 1 y Escala de Mc Farland 4 por el método de puncion sobre las hojas, para comparar la evolucion del proceso infeccioso evaluando el comportamiento de las poblaciones por competitividad de nutrientes de acuerdo a la relacion huesped-hospedador durante las 48, 72 y 96 h.


  Preparación de la biomasa: se preparó a partir de colonias aisladas de agar extracto col china con 48 horas de incubacion en caldo BHI con agitacion constante a 200 rpm durante 24 horas. Posteriormente la suspension bacteriana se preparó con una hora antes de la inoculacion en agua destilada esterilizada a escala de Mac Farland 1 (3x106mL) y 4 (12X106mL).


  Disposición de las plantas: se sembraron con 15 dias de anticipacion bajo condiciones de invernadero a una humedad relativa mayor a 80% y temperatura entre 25oC y30 oC, garantizando su crecimiento optimo y disminuyendo la susceptibilidad a danos por plagas u otros microorganismos fitopatogenos.


  Tabla 1. Pruebas bioquimicas para identificacion de Xanthomonas axonopodis.
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  Inoculación: la limpieza se realizó en condiciones de asepsia con hipoclorito de sodio al 5% a cada una de las hojas de la planta (10 hojas), posteriormente con agua destilada esterilizada para evitar cualquier grado de residualidad del sanitizante. Mediante puncion con lancetas esteriles se seleccionaron las hojas mas jovenes para realizar la respectiva inoculacion. El corte fue realizado en dos sitios de la hoja proximal a la zona vascular de la planta de un 1cm de diametro, para facilitar la diseminacion del patogeno. Con jeringa esteril, se aplico 0.2mL de la suspensión bacterial en cada herida, a 20 plantas con Escala Mc Farland 1 y a 20 con Escala Mc Farland 4. A fin de incrementar la humedad del ambiente, se utilizaron bolsas plásticas para empacar cada muestra (10 plantas), con el mismo procedimiento de inoculación se dejaron al medio ambiente sin el uso de bolsas plásticas. Se emplearon 12 muestras testigos, cada una de las cuales recibió el mismo tratamiento que las muestras anteriores, a excepción de la inoculación con la suspensión bacteriana.


  Identificación fenotípica del patógeno.

  Se procedió de la misma forma que en la fase dos, a partir de las muestras inoculadas que presentaron los síntomas de humedad y marchitez bacteriana respectivas a las pruebas de patogenicidad.


  Resultados


  Fase 1: Aislamiento e Identificación microbiológica.

  Se aislaron colonias redondas, brillantes, de aspecto liso, bordes enteros y color blanco en agar tripticase de soya y amarillas en agar extracto de col china. Figura 1. La tinción de Gram evidencio Bacilos Gram negativos, delgados y cortos, Figura 2.


  Fase 2: Identificación fenotípica de los microorganismos aislados.

  Mediante la identificación con el sistema rápido BBL CRYSTAL: prueba oxidasa e indol, se obtuvo un resultado presuntivo con el 90% de confiabilidad de: Xanthomonas spp. Las pruebas bioquímicas fueron compatibles con Xanthomonas axonopodis, como se puede observar en la Tabla 1.
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  Figura 1. Aislamiento colonias bacterianas pertenecientes al género Xanthomonas.

  Fuente: Agón y Castañeda, 2008.
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  Figura 2. Bacilos Gram negativos con coloración de Gram. Fuente: Agón y Castañeda, 2008.


  Tabla 2. Control de pruebas de patogenicidad.
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  Fase 3. Pruebas de patogenicidad. En las pruebas de patogenicidad, etapa A, las plantulas sembradas y controladas durante 15 dias fueron completamente sanas en comparación con las 52 plantas bajo observación, presentes en el cultivo de Cogua, que en su gran mayoría presentaron lesiones humedas y marchitez que aumentaron progresivamente. En la etapa B, posterior a la inoculación de las hortalizas sanas con Xanthomonas axonopodis, se evidenciaron los síntomas específicos de la enfermedad a las 48 h, con un porcentaje de infección variable de acuerdo a las concentraciones Escala de Mac Farland 1 con un aumento progresivo a las 72h y 96 h. Mientras que en la escala 4 de Mac Farland, hubo menor porcentaje de infección, Figura 2. Durante la fase de confirmación del patógeno, aislado de las hortalizas infectadas en las pruebas de patogenicidad, se evidencio que la Xanthomonas axonopodis es el agente causal del proceso infeccioso en col china de los cultivos de Cogua, Cundinamarca, Tabla 2.


  Discusión


  Durante la fase inicial de la investigación, el aislamiento de las lesiones húmedas y de marchitez de 10 plantas enfermas de col china evidencio la presencia de colonias, con características morfológicas in vitro: colonias redondas, brillantes, de aspecto liso, bordes enteros y color blanco o amarillo en agar tripticasa de soya y agar extracto de col china, este último favoreció su crecimiento por las condiciones nutricionales de la misma planta. A partir de la coloración de Gram, se observaron bacilos Gram negativos, delgados y cortos. Las plantas sin lesiones no presentaron crecimiento bacteriano. Mediante la identificación rápida con BBL CRYSTAL: prueba de oxidasa e indol, se obtuvo un resultado presuntivo con el 90% de confiabilidad de: Xanthomonas spp. Las pruebas bioquimicas fueron compatibles con Xanthomonas axonopodis.
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  Figura 3. Porcentaje de infeccion en plantulas inoculadas con Xanthomonas axonopodis.


  Los resultados obtenidos en este trabajo permiten establecer que el proceso infeccioso en los cultivos de col china ubicados en el municipio de Cogua, Cundinamarca, fueron ocasionados por una bacteria fitopatogena perteneciente a la familia Pseudomonacea, genero Xanthomonas, especie axonopodis. La infección se establecio por el ingreso de forma endófita del microorganismo a la planta por medio de los vasos conductores de la savia, provocando humedad y marchitez en los extremos de las hojas que se van diseminando lentamente generando un daño considerable en la col china.


  En las pruebas de patogenicidad se observaron los síntomas específicos de la enfermedad con un crecimiento constante en relación al tiempo en el que fueron realizadas las observaciones. Sin embargo, la concentración del inoculo influye directamente en el porcentaje de infección (22,23), teniendo presente que las plantas inoculadas con escala 1 Mc Farland es mayor en comparación con aquellas manejadas a escala 4 Mc Farland. El término de densidad de poblaciones es un parámetro determinante para explicar este fenómeno.


  Es evidente que la relación microorganismo–nutriente determina la supervivencia de Xanthomonas axonopodis en el huésped. Como complemento a este trabajo sera importante realizar una curva de crecimiento de la bacteria aislada para establecer las diferente fases de crecimiento partiendo de la densidad microbiana de la escala de Mc Farland 1 que fue con la que se obtuvo el mejor resultado de infección. Sin embargo, no pueden desconocerse otros factores relacionados por diversos autores como predisponentes para sufrir la enfermedad, uno de ellos es la susceptibilidad de la planta, otro el potencial patógeno de la bacteria y las condiciones ambientales para su desarrollo (10,24).


  Sobre la susceptibilidad de las cruciferas a la infección por Xanthomonas, es importante mencionar que en las pruebas preliminares para definir el medio de cultivo para el crecimiento del microorganismo, inicialmente se realizó el medio con plantas de edad madura y no se obtuvo crecimiento. Posteriormente se utilizaron plántulas jóvenes que fueron las que finalmente se utilizaron en el experimento y con las que se logró un buen crecimiento del patógeno. Esta prueba y los conceptos de la fisiología de plantas reportadas (25,26), permiten inferir que los compuestos fenólicos presentes en col china y otras hortalizas de la familia de las Cruciferas, influyen en la regulación del crecimiento de la bacteria y por lo tanto son los primeros estados vegetativos de la planta los más susceptibles de infección. Esto evidencia el momento en que es más importante reforzar las condiciones de nutrición de la planta y los controles para evitar el ataque del patógeno.


  Sobre el potencial de infección de Xanthomonas axonopodis se ha estudiado a fondo el sistema de secreción de efectores tipo III (27,28), desarrollado por las bacterias Gram negativas como estrategia de infeccion. Este sistema inyecta más de 20 proteínas efectoras en la planta con la cual se establece una relación gen de virulencia – gen de resistencia en donde se ponen en juego las capacidades bioquímicas de la interacción huésped y patógeno (29-32). Este conocimiento permitirá a futuro planear estrategias moleculares para disminuir las pérdidas económicas por este patógeno.


  Sobre el factor ambiental y como resultado en esta investigación, se puede afirmar que la humedad y la temperatura aplicados en el experimento si fueron determinantes en el proceso de infección. Estos valores fueron tomados de observaciones realizadas por investigadores de la Universidad de Ciencias Ambientales y Aplicadas UDCA en ensayos preliminares en invernadero. El grupo ha considerado a futuro hacer un estudio de la cinética del microorganismo para conocer su comportamiento de crecimiento, determinar sus genes de virulencia e investigar la microbiota con potencial antagonista como alternativa de control biologico que complemente un manejo integrado de plagas que disminuya las pérdidas de producción de los agricultores de Cogua, municipio de Cundinamarca, Colombia.
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  Resumen


  A partir de diferentes proporciones de almidón de yuca y proteína aislada de soya, se elaboraron películas comestibles por el método de casting, las cuales se caracterizaron a través de pruebas mecánicas, térmicas y morfológicas. Se evaluó el desempeño de las películas como recubrimiento sobre las fresas variedad ventana mediante la determinación de propiedades sensoriales y fisicoquímicas: color, apariencia, aroma, sabor, textura, pH, acidez titulable y sólidos solubles totales a temperaturas ambiente y de refrigeración. En las formulaciones que contenían proteína se observó una mayor elasticidad, eventostérmicos a temperatura más baja comparados con los de las mezclas, una superficie más homogénea, permitiendo mejorar algunas propiedades del fruto durante su almacenamiento como la pérdida de peso. Las propiedades sensoriales se evaluaron utilizando las pruebas de Kruskal Wallis y Friedman, obteniendo en la primera diferencias no significativas (p>0.05) entre los tratamientos evaluados y diferencias significativas en la segunda, observando un desempeño favorable en los recubrimientos comestibles.


  Palabras clave: películas comestibles, almidón de yuca, proteína aislada de soya, fresas.


  Abstract


  Evaluation of edible films of cassava starch and isolated soy protein in the preservation of strawberries


  Made from different proportions of cassava starch and isolated soybean protein, edible films were prepared by the casting method, which is characterized by mechanical, thermal and morphological tests. The performance of the films was assessed as a coating on the ventana variety strawberries by determining sensory and physicochemical properties as color, appearance, aroma, flavor, texture, pH, acidity and total soluble solids storage at two temperatures: ambient and cooling. In the formulations containing protein a higher elasticity, thermal events at a lower temperature compared with the mixtures, a more homogeneous surface, allowing to improve some properties of the fruit during storage and weight loss. The sensory properties were evaluated using Kruskal Wallis and Friedman tests obtaining no significant differences (p> 0.05) in the first test between treatments and, for the second, significant differences, having a favorable performance in edible coatings.


  Keywords: cassava starch, edible films, edible coating, isolated soy protein, strawberries.


  Introducción


  Los recubrimientos comestibles se definen como productos comestibles que forman una fina capa sobre el alimento y se caracterizan por (1); constituyen una barrera semipermeable a los gases y al vapor de agua que retrasa el deterioro del alimento, mejoran las propiedades mecánicas, ayudan a mantener la integridad estructural del producto que envuelven, a retener compuestos volátiles y pueden actuar como vehículo de aditivos alimentarios (2). Aplicados a las frutas permiten controlar la respiración y la senescencia de forma similar a las atmósferas modificadas, ejerciendo así una barrera a los gases y al vapor de agua. De esta manera se reduce el deterioro del fruto (3).


  Los principales componentes de los recubrimientos comestibles son polisacáridos, proteínas, lípidos y resinas (4-6). Las formulaciones pueden incluir, además, plastificantes y emulsificantes de distinta naturaleza química con el fin de mejorar las propiedades de los recubrimientos. Los polisacáridos y las proteínas son polímeros que forman redes moleculares cohesionadas por una alta interacción entre sus moléculas, estos les confiere buenas propiedades mecánicas y de barrera a gases (O2 y CO2) (7).


  Por su naturaleza hidrofóbica los lípidos ejercen una buena barrera al vapor de agua, sin embargo, su falta de cohesividad e integridad estructural hace que presenten malas propiedades mecánicas formando recubrimientos quebradizos. La incorporación de plastificantes tiene como objetivo mejorar la flexibilidad de los recubrimientos, haciéndolos menos frágiles; la de los emulsificantes favorecer la dispersión del lípido en la matriz hidrocoloide, mejorado la capacidad del recubrimiento para impregnar al alimento y formar una capa continua en la superficie del mismo (1,8).


  En la elaboración de películas comestibles se emplean mezclas entre biopolímeros con el fin de contrarrestar las deficiencias propias de cada componente y así poder mejorar las propiedades del material resultante (9-11). Almidones de diferentes fuentes como trigo, maíz, papa y yuca se han utilizado, obteniendo, con este último, películas con buenas propiedades de flexibilidad y permeabilidad al vapor de agua (12). Las proteínas de soya han sido estudiadas por su excelente capacidad para formar películas y por sus buenas propiedades de barrera a lípidos y oxígeno en humedades relativamente bajas (13-15).


  Por otra parte, las fresas son frutas con una alta tasa de respiración muy dependiente de la temperatura, del tiempo de almacenamiento y estado de maduración. Por tratarse de un producto perecedero, su calidad y vida útil pueden verse mejoradas por el control de los procesos de deterioro e inactivación de procesos fisiológicos, tanto del propio fruto como de los patógenos que pueda contener (16,17).


  Entre algunos de los materiales que se han empleado en la elaboración de recubrimientos para fresas se encuentra el gluten de trigo, cera de abejas, carragenina, almidón, quitosano, metilcelulosa y gelatina. Se han obtenido resultados benéficos en las propiedades fisicoquímicas al utilizar estos materiales, por ejemplo el gluten de trigo junto con cera de abejas permitió conservar la firmeza, reducir la pérdida de peso y procesos de senescencia del fruto (2). Al utilizar quitosano como material hidrocoloide con la adición de calcio y vitamina E se observó un retraso en el cambio del color, pH y acidez titulable así como un aumento en el contenido de estos nutrientes en frutos frescos y congelados (17), el uso de recubrimientos de carragenina enriquecidos con calcio produjo una menor pérdida de firmeza en los frutos evaluados (4). El objetivo del presente trabajo fue elaborar y evaluar películas comestibles a partir de proteína aislada de soya y almidón de yuca en mezcla de diferentes proporciones para determinar la mejor opción por sus propiedades fisicoquímicas y sensoriales para la conservación y aumento de vida útil de fresas frescas.


  Materiales y métodos


  Los materiales empleados en la elaboración de las películas fueron: agua, almidón de yuca comercial (donado por Corn Products Andina), proteína aislada de soya, aceite de canola comercial, glicerol, Tween 60 (monoestearato de sorbitan etoxilado). Se emplearon fresas de la variedad ventana cortadas del día anterior proveniente de un mismo cultivo localizado en el municipio de Guasca-Cundinamarca en un estado de madurez del 75%.


  Preparación de las películas: se elaboraron diferentes tipos de películas manteniendo la composición de 2 g de material hidrocoloide (almidón y proteína), 2 g glicerol ,0.4 g Aceite y 0.4g Tween 60 por cada 100 g de solución (18).


  Película de almidón: el total de agua a utilizar se dividió en tres fracciones: en la primera se dispersó el almidón de yuca que se llevó a calentamiento hasta su gelatinización, mientras se mantuvo en agitación constante. En la segunda fracción, se adicionó la cantidad de glicerol que posteriormente se incorporó gota a gota al gel de almidón ya formado. Estos componentes se dejaron en agitación constante durante 10 minutos. Posterior a esto se adicionó gota a gota la tercera porción de agua en la que previamente se había incorporado el emulsificante (Tween 60) y el aceite de canola con el fin de formar la emulsión. Finalmente se dejó el sistema en agitación constante por 30 minutos.


  Película de proteína: se empleó un procedimiento similar al descrito en la película de almidón, con la diferencia que el agua a utilizar se llevó a pH 10 empleando una solución de hidróxido de sodio.


  Película de almidón y proteína (50:50): se realizó por separado la disolución del almidón y de la proteína. Cuando el almidón se encontraba gelatinizado se procedió adicionar gota a gota la proteína ya disuelta en una cantidad de agua a pH 10. Se dejó en agitación constante durante un tiempo aproximado de 10 minutos para luego adicionar gota a gota la fracción de glicerol y seguir con el procedimiento descrito en las formulaciones anteriores. Una vez obtenida la suspensión filmogénica se vertió sobre un molde recubierto con teflón de 15 cm x15 cm, la cual fue llevada a una cabina de secado durante 48 horas a una temperatura de 40ºC. Una vez formada la película seca se desmoldó y se realizaron las caracterizaciones térmicas, mecánicas y morfológicas.


  Acondicionamiento de la fruta: después de seleccionadas las fresas se sometieron inicialmente a un lavado con agua, seguido de un proceso de desinfección con una solución de hipoclorito de sodio en agua a 60ppm. Luego se realizó un nuevo lavado con agua para retirar los restos de hipoclorito y se finalizó con el secado de la fruta.


  Aplicación del recubrimiento y almacenamiento: la aplicación del recubrimiento se realizó por inmersión de la fresa en la suspensión filmogénica durante 1 minuto. Después se colocaron las fresas en moldes permitiendo el secado del recubrimiento. Al siguiente día se procedió a separar cada una de las formulaciones empleadas en dos grupos de estudio. a. Temperatura 1 a 18ºC, b. Temperatura 2 a 7 ºC, comparados siempre con las fresa patrón (fresas sin recubrimiento) con lo cual se tuvieron 4 tratamientos para cada una de las temperaturas, es decir 8 lotes de estudio.


  Caracterización de las películas


  Medidas de tensión: se utilizó un texturómetro TATX PLUS (A/TG; Tensile Grips) con una velocidad antes, durante y después de la prueba de 1 mm/s, 1 mm/s y 10 mm/s respectivamente y una distancia de elongación de 25 mm. Los especímenes de películas a utilizar fueron de 1.5 cm de ancho por 6 cm de largo.


  Calorimetría diferencial de barrido (MDSC): los ensayos de DSC modulado se llevaron a cabo en un TA Instruments DSC 2910 empleando una rampa desde -60°C hasta 150°C a una velocidad de calentamiento de 5°C/min con una modulación de 1º/minuto en atmósfera inerte con inyección de N2 a una velocidad de 100 ml / minuto (19, 20).


  Microscopía electrónica de barrido (SEM): las películas se rasgaron con el fin de obtener vistas laterales y superficiales de la película. Las muestras fueron fotografiadas en un microscopio electrónico de barrido marca FEI QUANTA 200, en modo de alto vacío. Previamente las muestras fueron metalizadas en un spulter SDC-050 marca Balzers, en vacío intermedio menor a 10,2 torr, con argón como gas de ataque, sobre una placa de oro-paladio (8:1 ánodo). Las fotografías se tomaron en magnificación de 1000 x.


  Microscopia óptica: se utilizó un estereomicroscopio Nikon, modelo SMZ800, con un objetivo de 1,5 y 6.3 x con luz reflejada y transmitida.


  Pruebas realizadas a las frutas: a cada uno de los lotes se les realizó un seguimiento de las características visuales, de pérdida de peso, firmeza, sólidos solubles, pH y acidez titulable desde el día 3 al 6 para las fresas almacenadas a temperatura ambiente y del día 3 al 10 para aquellas almacenadas en refrigeración. El análisis sensorial se llevó a cabo en los días 3, 5 y 9. (Día 0 corresponde al día de cosecha de las frutas y el día 1 tiempo en el cual se aplicó el recubrimiento).


  Pérdida de peso: se tomaron 6 fresas al azar por cada lote, que fueron pesadas en una balanza analítica Mettler Toledo AB204-S con una precisión de 0,0001g todos los días durante el tiempo de estudio, tres días a temperatura ambiente y siete días a temperatura de refrigeración.


  Firmeza: se eligieron al azar tres fresas de cada lote y cada una de ellas se dispuso para que la perforación se diera en su zona ecuatorial en tres puntos diferentes. Esta medida se tomó mediante el uso de un texturómetro modelo TA TX PLUS utilizando el cilindro (P/2). La medida obtenida indica la fuerza necesaria para penetrar la fruta 6mm en función del tiempo o la distancia a una velocidad de 1mm/s. La medida máxima registrada se expresó como la firmeza del pericarpio y el promedio de las medidas al final de la curva como la firmeza del mesocarpio.


  Sólidos solubles totales (SST): para establecer el valor de SST como °Brix se extrajo el jugo de la fruta en forma manual, del cual se tomó una gota para efectuar las mediciones con el refractómetro (21), realizando tres repeticiones de la medida, con tres fresas diferentes elegidas al azar.


  pH: se tomó una alícuota de cada uno de los jugos elaborados para valorar SST y por cada lote se realizaron tres mediciones mediante un pH-metro ORION 3-Star previamente calibrado.


  Acidez titulable: se tituló una alícuota del jugo previamente elaborado para la determinación de sólidos solubles potenciométricamente con NaOH estandarizado (según la Norma Técnica Colombiana NTC 4103, frutas frescas. Fresa variedad Chandler).


  índice de madurez (IM): se calculó como el cociente entre los sólidos solubles y la acidez según NTC 4103.


  Análisis sensorial: con el fin de encontrar la descripción sensorial de las fresas tratadas se realizó una prueba descriptiva cuantitativa. Cada panelista recibió una fresa por cada lote y un formato con una escala de 1 a 10 puntos para describir las características de brillo, aroma, sabor y textura y de 1 a 7 puntos para color (18). El panel estuvo constituido por 7 jueces entrenados del departamento de Química de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá. Las pruebas se realizaron los días 3 y 5 para las fresas almacenadas a temperatura ambiente y 3,5 y 9 para las fresas almacenadas en refrigeración. Se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis para saber si existen diferencias en los parámetros sensoriales entre las fresas con diferentes tipos de recubrimiento y la prueba de Friedman para determinar si existen diferencias con cada tipo de recubrimiento y cada parámetro sensorial a través del tiempo (22).


  Análisis estadístico: con el fin de observar la importancia estadística de cada uno de los factores de estudio se realizó un análisis multifactorial de varianza para cada característica evaluada Tipo III mediante el paquete estadístico de STATGRAPHYCS. Las gráficas realizadas para cada una de las pruebas fisicoquímicas presentan las medias con los intervalos LSD (mínima diferencia significativa) obtenidas para cada una de las características y factores a un nivel de confianza del 95.0 %. Para encontrar las medias que son significativamente unas de otras se utilizó el método HSD de Tukey (22).


  Resultados


  Respecto a la apariencia física y facilidad para desmoldar las películas formadas se observaron diferencias, aquellas que contenían únicamente almidón fueron mucho más blancas y más frágiles en comparación con las de proteína. En la Tabla 1 se muestra la influencia de la proteína y el aceite en la fuerza de tensión aplicada a las películas para ocasionar la ruptura en el eje ecuatorial de ellas.


  Tabla 1. Medidas de Tensión para las películas elaboradas.


  [image: ]


  Calorimetría diferencial de barrido modulado MDSC

  Los termogramas obtenidos muestran que sí hubo interacción entre el almidón y la proteína (Figura 1.a), la cual se manifiesta en el incremento de la temperatura de transición térmica para la mezcla comparada con el de los componentes puros y con la disminución del flujo de calor necesario para que se lleve a cabo el proceso cuando se encuentran estos dos hidrocoloides. Las figuras 1b y 1c, muestran cada uno de los componentes del flujo total de calor, calor reversibles y no reversible respectivamente.
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  Figura 1. Termograma MDSC (a) Flujo de calor total (b) Flujo de calor reversible (c) Flujo de calor irreversible.
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  Figura 2. Microscopia óptica para las películas de (a) Almidón (b) Almidón: Proteína 50:50 (c) Proteína.

  En la Figura 1b se observa un evento térmico similar a una transición vítrea previo a la gelatinización del almidón y a la desnaturalización de la estructura de la proteína, que desaparece en la mezcla de componentes.


  Microscopía óptica y electrónica de barrido (SEM)


  La morfología de las películas se observan en las figuras 2 y 3. En las imágenes correspondientes a la microscopía óptica, para la película de proteína, se observa una estructura mucho más homogénea en comparación con las películas que contienen almidón. Las imágenes correspondientes a la microscopía electrónica de barrido muestran una pérdida de las estructuras típicas de la materia prima, Figura 4, dando origen a la formación de un material más continuo y con mayor compactación, Figura 3a y 3b.


  Evaluación de las películas sobre fresas


  Seguimiento visual. La aplicación de los recubrimientos sobre las fresas y la temperatura de refrigeración en el almacenamiento presentaron un efecto benéfico en la apariencia, prolongando su buen aspecto físico durante el almacenamiento. Las fresas almacenadas a temperatura ambiente presentaron daños microbiológicos por el hongo Botritys cinerea (moho gris) entre el día 6-7 (razón por la cual los análisis se realizaron sólo hasta el día 6, en aquellas que se encontraran libres de este ataque microbiológico). Las fresas almacenadas a 7ºC no presentaron la patología mencionada. En cuanto a la naturaleza de los recubrimientos la inclusión de proteína permitió mantener la apariencia de las frutas durante su almacenamiento.


  Pérdida de peso. El tratamiento estadístico realizado a los datos indicó que hay diferencias significativas en la pérdida de peso para cada uno de los factores evaluados: tiempo, recubrimiento y temperatura de almacenamiento. En todas las formulaciones que incluían proteína se observó un efecto positivo, disminuyendo el porcentaje de pérdida de peso comparado con las fresas patrón, Tabla 2. El recubrimiento que presentó mayor protección para la pérdida de peso fue el que contenía únicamente como material hidrocoloide la proteína aislada de soya. A diferencia de este, el recubrimiento elaborado con almidón presentó un efecto negativo incrementando la pérdida de peso del fruto durante su almacenamiento.


  Al analizar la naturaleza y propiedades de estas dos macromoléculas y su interacción con el componente lipídico de los recubrimientos puede explicarse por qué el recubrimiento de proteína presentó la mejor opción para disminuir la pérdida de peso. La proteína de soya debido a su carácter anfifílico y emulgente produjo una película más resistente a la difusión del agua originando una mejor barrera de protección evitando así la deshidratación.


  En los recubrimientos que contenían proteína se observa que la pérdida de peso es mayor cuando las fresas no se almacenan en temperaturas de refrigeración, ya que en esta temperatura se logra disminuir los procesos metabólicos y de respiración, Tabla 3.
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  Figura 3. SEM para las películas de (a) Almidón (b) Almidón-Proteína 50:50 (c) Proteína.
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  Figura 4. Imagen SEM de la estructura granular del almidón nativo.


  Firmeza. Los resultados obtenidos no mostraron cambios estadísticamente significativos (p>0.05) en la firmeza del fruto del pericarpio y mesocarpio de las fresas recubiertas durante su almacenamiento en las dos temperaturas de evaluación.


  Sólidos solubles totales. La aplicación de los recubrimientos en las fresas no generó diferencias significativas en el contenido de sólidos solubles totales entre los tratamientos evaluados durante el almacenamiento (p>0.05), este comportamiento es de esperarse debido a que la fresa pertenece a las frutas no climatéricas.


  Tabla 2. Influencia del recubrimiento en la pérdida de peso al final de la vida útil.
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  Tabla 3. Influencia de la temperatura de almacenamiento durante lo dos primeros días de almacenamiento.
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  Figura 5. Determinación de firmeza en el pericarcarpio (a) Temperatura ambiente (b).


  pH. La variación de esta propiedad resultó significativa para la temperatura de refrigeración, la tendencia mostrada en la Figura 5b puede ser consecuencia del stress al cual se somete el fruto, ya que una vez arrancado de la planta durante los primeros días se ve obligado a gastar parte de sus ácidos orgánicos como parte de sus procesos metabólicos. La disminución que se observa al final puede ser ocasionada por la presencia de microorganismos, sin embargo debido a que no se realizaron otras pruebas no es posible asegurar alguna de las hipótesis mencionadas.


  Acidez titulable. Para los diferentes recubrimientos no se encontraron diferencias significativas, pero sí para las variaciones de la propiedad durante el tiempo, Figura 6. Hasta el día 6 se observa una ligera variación, que luego tiende a su estabilización y puede ser ocasionada por el stress al cual se ve sometido el fruto una vez cosechado y puesto el recubrimiento sobre él. Para los recubrimientos utilizados no se observaron efectos significativos.


  índice de madurez. Los sólidos solubles no variaron al prolongar el almacenamiento, pero debido a la variación obtenida para el día 4 en acidez, el índice de madurez cambia significativamente, aunque no es lo esperado, ya que la fresa es un fruto no climatérico y se esperaría que este factor no varíe en función del tiempo durante el almacenamiento. Para los recubrimientos utilizados no se encontró un efecto significativo.


  Análisis sensorial. Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para determinar si existían diferencias en cada uno de los parámetros sensoriales en las fresas con diferente tipo de recubrimiento y de almacenamiento se muestran en la Tabla 4, en la cual se observa que no existe una evidencia estadística para rechazar la hipótesis nula, es decir, no hay diferencias entre los tipos de fresas, para ninguno de los parámetros sensoriales, en ninguno de los tiempos de almacenamiento.


  En la Tabla 5 se encuentran los resultados de la prueba de Friedman que se realizó para determinar si existían cambios para cada tipo de fresa y cada parámetro sensorial, durante el tiempo del ensayo. También se encuentra que para las fresas almacenadas a temperatura ambiente las únicas que presentaron cambios significativos durante la prueba fueron las fresas patrón. Las fresas almacenadas a temperatura de refrigeración en el recubrimiento de proteína no presentaron diferencias significativas. Comparando ambas temperaturas de almacenamiento se observa que el atributo sensorial más afectado fue el de aroma y sabor.


  Con el propósito de encontrar el tiempo en el cual se presentó dicha diferencia se realizaron pruebas de comparación múltiple para cada caso, (exceptuando el tratamiento de temperatura ambiente, en el que sólo se tuvieron dos tiempos por lo cual la diferencia encontrada estaría dentro de ese intervalo) cuyos resultados muestran que la mayoría de diferencias se encontraron entre el tiempo 1 y el tiempo 3, Tabla 6.
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  Figura 6. Determinación de acidez titulable (%acido cítrico) (a) Temperatura ambiente (b) Temperatura de refrigeración.


  Tabla 4. Valores p para las pruebas de Kruskal-Wallis
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  Tabla 5. Valores p para la prueba de Friedman.
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  Tabla 6 Tabla de comparaciones Múltiples para las muestras de Friedman con valor p < 0.05.
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  Figura 7. Perfiles sensoriales para las fresas almacenadas a temperatura ambiente. (a) Primera sesión: día 3 (b) Segunda sesión: día 5.
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  Figura 8. Perfiles sensoriales para las fresas almacenadas en refrigeración. (a) Primera sesión: día 3(b) Segunda sesión: día 5 (c) Tercera sesión: día 9.


  En las figuras 7 y 8 se muestran los perfiles sensoriales para cada sesión realizada. Comparando ambas figuras se observa que para la misma sesión se obtuvieron valores más altos en las fresas almacenadas a la temperatura de refrigeración y que al aumentar el tiempo de almacenamiento se obtiene una disminución de los atributos.


  Discusión


  La incorporación de proteína de soya permitió que las películas tuvieran un secado más homogéneo, una mayor elasticidad y facilidad para despegarlas del molde. La proteína aumentó la resistencia de la película, mientras que el aceite la debilitó, lo cual puede ser explicado al considerar que la proteína de soya al estar a un pH por arriba de su punto isoeléctrico, tiene una carga neta negativa con lo cual podría presentar formación de enlaces disulfuro. El efecto del aceite se puede considerar al tener en cuenta que por la naturaleza de la proteína interaccionaría con ella por medio de enlaces hidrofóbicos debilitando así las fuerzas existentes entre la proteína y el almidón que corresponden a interacciones mucho más fuertes tipo puentes de hidrógeno. Los análisis de calorimetría diferencial de barrido permiten evidenciar interacción y efecto de la mezcla de almidón y proteína.


  La aplicación de las películas de almidón donde se incorporó proteína de soya evidencian un buen desempeño desde el punto de vista fisicoquímico y sensorial sobre las fresas puestas a prueba, esto debido a una mejora en las capacidades filmogénicas, como resultado de la interacción entre las macromoléculas que favorece una disminución en la pérdida de humedad, buena calidad sensorial y el mantenimiento de otros parámetros de calidad de la fruta en buenas condiciones. Finalmente, al comparar los resultados obtenidos del presente estudio con el uso exclusivo de almidón de yuca como macromolécula con capacidad filmogénica en el recubrimiento (18) se observó que la inclusión de proteína mejoró el desempeño de este como medio de conservación de las características del fruto, determinados en la disminución de la pérdida de peso y en los atributos sensoriales durante el tiempo de almacenamiento.


  La realización de este trabajo permitió establecer que la inclusión de la proteína aislada de soya en la formulación de las películas comestibles mostró una interacción con el almidón mejorando sus propiedades mecánicas y su desempeño como recubrimiento sobre las fresas. Además, los recubrimientos comestibles no presentaron diferencias significativas en las propiedades sensoriales en cuanto al tipo de tratamiento, pero sí un efecto positivo a través del tiempo. Las únicas propiedades fisicoquímicas evaluadas en fresas que presentaron diferencias significativas entre los tratamientos utilizados fueron la pérdida de peso y el pH. Propiedades de SST, firmeza, acidez titulable no presentaron cambios significativos.
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  Resumen


  El Manejo Integrado de Plagas es un plan fundamental en la agricultura de conservación que armoniza los métodos químicos y biológicos afín de proteger los ecosistemas agrícolas y sus recursos naturales (agua, suelo, aire). El orden Coleóptera es uno de los problemas entomológicos más importante en los cultivos comerciales causando pérdidas de hasta 15%. Se utilizan estrategias de control de insectos tales como técnicas culturales, enemigos naturales, entomopatógenos y agentes químicos. Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria entomopatógena ampliamente utilizada en el control de insectosplaga de los ordenes Lepidóptera, Coleóptera y Díptera. El factor de virulencia de Bt más importante son las proteínas Cry. Varias proteínas Cry tienen actividad letal contra los insectos coleópteros como Cry1B, Cry1I, Cry3, Cry7, Cry8, Cry9, Cry14, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, Cry36, Cry37, Cry43 y Cry55. Se ha encontrado que cepas de Bt tipo israelensis son activas contra coleópteros. En esta revisión nosotros presentamos los principales ítems relacionados con la actividad biológica de Bt sobre coleópteros-plaga.


  Palabras clave: Bacillus thuringiensis, Coleoptero, Cry, Receptor


  Abstract


  Integrated Pest Management is a key plan in conservation agriculture to pest control that joins chemical and biological methods to protect crop ecosystem and surrounding natural resources (water, soil, air). Coleoptera order is an important entomological problem in commercial crops causing important losses at least up 15%. Several management strategies are used in their control such as cultural techniques, natural enemies, entomopathogens and chemical agents. Bacillus thuringiensis (Bt) is an entomopathogenic bacteria used widely in pest insect control of Lepidoptera, Coleoptera and Diptera orders. The most important virulence factor of Bt are Cry proteins. Several Cry proteins have lethal activity against coleopteran insects such as Cry1B, Cry1I, Cry3, Cry7, Cry8, Cry9, Cry14, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, Cry36, Cry37, Cry43 y Cry55. It has been found that Bt israelensis-like strains are active against coleopterans. In this review we show the most important determinants with relationship to biological activity of Bt against coleopteran-pests.
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  Introducción


  Una de las principales dificultades en los cultivos comerciales son las plagas, organismos que compiten con el hombre por agua y alimentos, incluyendo los vectores que conllevan la transmisión de enfermedades; estas invaden los espacios en los que desarrollan sus actividades y cuya presencia causa el daño de estructuras o bienes (1). Se estima que entre el 35 al 40% de la producción agrícola mundial es destruida por plagas, y que los insectos contribuyen aproximadamente con 15% de este daño (2,3). La eficacia del control de plagas animales alcanza únicamente un 39% si se compara con el 75% correspondiente a malezas (2).


  Los escarabajos (orden Coleóptera) comprenden el grupo más variado entre los eucariontes, y se encuentran entre los insectos que causan un mayor grado de perjuicio en agricultura, horticultura y la industria forestal, causando reducciones en la producción y pérdidas económicas y obviamente el uso de pesticidas químicos para su control no es eficiente (4, 5). Varios miembros de las familias Curculionidae, Scarabaeidae, Scolytidae, Chrysomelidae y Coccinilidae están presentes en muchos países de Latinoamérica y el Caribe (6).


  Por otra parte, uno de los entomopatógenos más destacados es la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), un bacilo Gram positivo ubicuo, esporulador, aerobio facultativo, que oscila entre 1 a 1.2 micrómetros de ancho, y de 3 a 5 micrómetros de largo, nativo del suelo, ampliamente distribuido en el ambiente, perteneciente al orden Eubacteriales, familia Bacillaceae, grupo I del genero Bacillus (7).


  La observación al microscopio de contraste de fases de un cuerpo paraesporal refringente, durante la fase de esporulación, permite su diferenciación de otras especies del complejo Bacillus (7). Esta inclusión paraesporal proteica (ICP), ó δ-endotoxina, resulta del ensamblaje de unidades polipeptídicas de varios pesos moleculares (8, 9). La actividad de Bt es atribuida, amplia o completamente (dependiendo del insecto), a las ICPs y su importancia radica en su toxicidad contra larvas de insectos-plaga de los órdenes Lepidóptera, Coleóptera, Díptera, Himenóptera y Hemíptera (10).


  Bt es la bacteria entomopatógena más usada como biopesticida, sola o en combinación con pesticidas químicos, en la protección de especies vegetales, agricultura comercial y contra vectores de enfermedades humanas (malaria, dengue, fiebre amarilla, filariasis). Bt tiene diversas ventajas que se derivan principalmente de su alta especificidad contra los insectos susceptibles, su inocuidad hacia el medio ambiente, la entomofauna benéfica y demás organismos vivos, incluyendo el hombre, además de una incidencia escasa de fenómenos de resistencia (9).


  Bt representa aproximadamente 90% del mercado de biopesticidas el cual asciende a 600 millones de dólares (11). Por otro lado, la ingeniería genética se ha utilizado para la introducción de genes de Bt en cultivos afín de conferir resistencia a insectos-plaga, los genes que codifican para las δ-endotoxinas han sido transferidos y expresados en más de 26 diferentes especies de plantas (12). Estos cultivos han causado una disminución importante en uso de plaguicidas químicos, que se estima entre 60 a 80%, aproximadamente 21000 toneladas (13, 8). En esta revisión se presenta los principales avances en el estudio de Bt, con un énfasis especial de los datos encontrados en la actividad tóxica de la bacteria hacia individuos pertenecientes al orden Coleóptera causantes de pérdidas económicas en la agricultura comercial.


  La toxina Cry.

  La δ-endotoxina es el resultado del ensamblaje de varias unidades polipeptídicas de diferentes pesos moleculares, que oscilan entre 27 y 140 kDa, que se han denominado Cry (del inglés crystal) o Cyt (del inglés cytolitic); una proteína Cry es una inclusión parasporal proteínica de Bt que presenta efectos tóxicos verificables experimentalmente sobre un organismo susceptible, o bien una proteína que posee una obvia similaridad de secuencia con alguna proteína Cry conocida (14). El resultado final de la manera en que la proteína Cry ejecuta su actividad letal conlleva la formación de poros líticos en la membrana apical del intestino medio del insecto susceptible mediada por el reconocimiento de un receptor proteico (8).


  La estructura tridimensional de las toxinas Cry presentan una organización biológicamente relacionada con su actividad, con tres dominios funcionales. El dominio I consiste de un paquete de siete α-hélices antiparalelas (hidrofóbicas y anfipáticas), donde la quinta hélice está rodeada por las demás. Se considera que este dominio es responsable de la formación de poros en el epitelio intestinal del organismo susceptible, donde una horquilla helicoidal hidrofóbica (α4-α5) inicia la generación de una estructura que envuelve las hélices anfipáticas, con las caras hidrofilicas formando el lumen del canal iónico, aunque también podría deberse a la unión de las hélices hidrofóbicas α5 y α6 para formar un loop en el extremo de la estructura abriendo espacio a manera de navaja e insertándose en la superficie de la membrana (8, 9, 15, 16).


  El dominio II tiene tres láminas antiparalelas β distribuidas en una topología tipo “llave griega”, acomodada a manera de un β-prisma. Este dominio presenta similaridad a los sitios de unión antígeno-anticuerpo, y a moléculas tipo lectina, debido a los loops de superficie expuestos en los ápices de las tres β láminas, por ello se considera como la sección que reconoce el receptor (9). El último dominio funcional consiste de dos láminas β antiparalelas dobladas formando un β sándwich. Esta sección está involucrada en el mantenimiento de la integridad estructural de la toxina ante la proteólisis en el intestino del organismo susceptible, participa en la unión al receptor, penetración en la membrana celular y en la formación de canales iónicos que generan desbalance osmótico (9, 15, 17).


  Hay cinco bloques de secuencias de aminoácidos conservados entre las proteínas Cry (9). El bloque 1 contiene cinco hélices del dominio I y su estructura altamente conservada hace pensar que está implicado en la formación del poro. La localización central de estas hélices dentro del dominio I sugiere un papel esencial en el mantenimiento de la integridad estructural del haz (17). El bloque 2 incluye siete hélices de dominio I y la primera lámina β del dominio II, estas dos estructuras comprenden la región de contacto entre estos dos dominios. Hay tres puentes salinos entre los dominios I y II en las toxinas Cry1Aa y Cry3A, esto puede ser importante si el dominio I cambia su orientación relativa para la interacción con el receptor y para mantener la forma globular de la proteína (9). Los bloques 3, 4, y 5 están en cada una de las tres cadenas dentro del dominio III (18). El bloque 3 contiene la última lamina β del dominio II, una estructura involucrada en las interacciones entre los dominios I y III. Las dos argininas centrales del bloque 4 estarían envueltas en los puentes salinos, afectando el cristal o la agregación oligómerica. La primera y última arginina son solventes expuestos y están implicados en la función del canal (9).


  Mecanismo de acción de las toxinas Cry en insectos coleópteros.

  La toxina Cry logra su efecto formando poros líticos sobre las células del intestino medio del insecto susceptible. El conjunto de reacciones que se llevan a cabo para que una toxina Cry ejerza su efecto han sido estudiadas primordialmente en el contexto Lepidóptera. Se han propuesto tres modelos que explicarían este fenómeno biológico (16).


  El modelo de Bravo propone que posterior a la ingestión de la espora y el cristal de Bt, estos últimos se solubilizan bajo la fisiología alcalina del intestino medio de la larva susceptible, liberándose la protoxina que a su vez es clivada por proteasas (tripsinas o quimiotripsinas) dejando un fragmento activo de aproximadamente 60-70 kDa; la toxina activa reconoce un receptor tipo caderina (CADR) en la microvellosidad apical intestinal. CADRs son una clase de proteínas transmembrana con un dominio citoplasmático y un ectodominio extracelular que consiste de varias repeticiones (~12), donde las repeticiones 7, 11 y 12 interactuarían con el dominio II de la proteína Cry. Luego la hélice α-1 es clivada por proteasas asociadas a vesículas de membrana de la microvellosidad apical (VMMA) con lo cual se forman oligómeros que interactúan con otros receptores de la membrana apical, tales como:


  - Aminopeptidasa N (APN): es una exopeptidasa anclada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI). En lepidópteros se han clasificado en cuatro grupos.


  Se ha observado que una región de 63 residuos está implicada en el reconocimiento del dominio III de las proteínas Cry1, dependiente de su unión con el azúcar N-acetilgalactosamina (Gal- Nac) de la APN (16, 19).


  - Fosfatasas alcalinas (ALP): son proteínas ancladas a GPI de ~65 kDa. Similar a APN, parece ser dependiente del reconocimiento de un oligosacarido de terminación Gal-Nac unido a esta proteína (16, 19).


  - Glicolípidos, glicoconjugados de 270 kDa y proteínas de 252 kDa (16, 19).

  Esto lleva a generar poros líticos en las balsas lípidicas de la membrana celular que permiten el paso de iones y agua causando hinchazón, lisis y la posterior muerte del hospedero ya que se genera un ambiente para la germinación de las esporas con una subsecuente septicemia (16).


  Un segundo modelo planteado por Zhang especula que la interacción de las toxinas Cry con el receptor CADR esta acoplada a una vía de señalización dependiente de iones Mg+: la vía adenilciclasa (AC)/Proteína quinasa A (PKA). Básicamente, la unión de la proteína Cry con el receptor activa esta vía de señalización que incluye la estimulación de la proteína G y a su vez de AC, con el subsiguiente incremento de los niveles de AMP cíclico y la activación de PKA que activaría una vía de señalización intracelular. Esto tendría como consecuencia la desestabilización del citoesqueleto y los canales de iones con la subsiguiente muerte celular (16).


  Jurat-Fuentes aporta una propuesta donde la proteína Cry reconoce un receptor CADR y se forman oligomeros que interactúan con APN y con ALP, luego se generan poros líticos con lo cual se activaría una cascada de señalización que estaría regulada por fosfatasas. Esta cascada de señalización incluye el reconocimiento de la toxina con actina que a su vez interactúa con el dominio citosolico de la CADR a través de tirosin-fosfatasas, catenina y actinina. Esta combinación de factores llevaría a la muerte celular (16).


  Las características fisiológicas y bioquímicas en el intestino medio de un determinado insecto pueden alterar el proceso bajo el cual la proteína Cry desarrolla su actividad. Aunque se considera que el modo de acción de las toxinas Cry es similar en lepidópteros y coleópteros-plaga se han identificado varias particularidades en estos últimos:


  - Para Cry3A, y otras toxinas de actividad anticoleóptera es necesario cortes por enzimas tipo quimiotrípsinas para su solubilización (20).


  - El procesamiento proteolítico de la protoxina en coleópteros se da por cisteíno y aspartato proteasas (21). También se encuentran termolisinas y catepsinas (18).


  - La importancia del papel de la CADR como receptor de proteínas Cry se ha visto corroborada mediante estudios donde un fragmento del receptor potencializó la toxicidad de la proteína Cry3, y la expresión recombinante de RNA de doble cadena del receptor CADR y su inyección en Tenebrio molitor (Coleoptera) llevo a knockdown del receptor endógeno y resistencia de la plaga a la proteína Cry3 (22, 23).


  - Unión de la toxina activada a receptores específicos secundarios sobre VMMA de insectos susceptibles que facilitaría su agregación y posterior inserción en la membrana apical intestinal (18, 24). Los receptores de toxinas Cry que se han descrito en coleópteros son ALP y ADAM metaloproteasa (25, 26).


  - Una vez se ha dado la inserción dentro de la membrana apical, la toxina se vuelve insensible a las proteasas y anticuerpos monoclonales e induce canales de iones o poros no específicos con un diámetro de 1 a 2 nanómetros (nm) en la membrana celular que rompen el potencial de membrana; muy probablemente la agregación previa de toxinas a manera de olígomeros influye en este proceso, mediada por el reconocimiento del receptor CADR (9, 19, 22, 25, 26).


  Proteínas Cry de actividad biológica hacia coleópteros-plaga

  Se han descrito algunas proteínas Cry con actividad hacia insectos del orden Coleóptera. Las más utilizadas son las proteínas Cry3. Las toxinas Cry7, Cry8 y Cry9 que muestran relación biológica cercana, mientras que Cry14 y Cry18 presentan una baja homología entre ellas y con las demás toxinas. Cry22 y Cry23 se relacionan más cercanamente con Cry37 y Cry38 respectivamente. Además se han descrito proteínas con actividad dual Lepidóptera-Coleóptera (Cry1B y Cry1I), e incluso se conoce la acción de proteínas binarias (Cry34 y Cry35, cuya acción letal resulta de una combinación de ambas toxinas) hacia este orden de insectos. Otras toxinas que afectan este orden de organismos incluyen Cry35, Cry36, Cry37, Cry43 y Cry55 (10, 27). El análisis filogenético de los dominios de estas proteínas, utilizando la secuencia de aminoácidos, ha llevado a proponer que Cry9 puede ser activa contra coleópteros debido a que su dominio II está relacionado más cercanamente con los dominios II de toxinas anticoleópteras; además se conoce la actividad de la proteína Cry9D hacia coleópteros (10, 28).


  Alternativamente, se ha publicado la actividad de cepas de Bt, especialmente la cepa mosquitocida israelensis, con actividad hacia larvas de la broca del café Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae) (29). Los bioensayos con estas cepas fueron realizados utilizando mezclas de espora-cristal, con una dosis de 100 μg del complejo espora-cristal/cm2 de dieta. Las cepas activas fueron israelensis, thompsoni, morrisoni, y malaysiensis. Se encontró que cristales purificados del tipo israelensis (IPS-82) tuvo una concentración letal 50 (CL50) de 219.5 ng de cristal/cm2 de dieta (29). La serovariedad israelensis de Bt produce proteínas Cry4, Cry10 y Cry11 (9).


  Ingeniería genética de Bt y los insectos coleópteros.

  La ingeniería genética, o tecnología del ácido dexorribunucleico (DNA) recombinante, abarca un conjunto de metodologías mediante la cual se aíslan y transfieren secuencias de DNA altamente específicas de un organismo y se recombinan con el DNA de otro. El método modifica las características hereditarias de un organismo en un sentido predeterminado mediante la alteración de su material genético. Básicamente, consiste en aislar secciones específicas de la hélice del DNA, como por ejemplo un gen de interés, que puede ser insertado en modelos biológicos diferentes a la fuente natural y de esta forma programar al organismo receptor para que produzca la correspondiente proteína (30).


  El modelo investigativo basado en los métodos del DNA recombinante ha permitido lograr grandes adelantos en las aplicaciones de las posibilidades de Bt para el control de insectos perjudiciales. Se ha conseguido la clonación de muchos de estos genes para evaluar su actividad toxica contra varias especies de lepidópteros, coleópteros y dípteros utilizando varios hospederos de expresión (cepas acristaliferas de Bt, Escherichia coli, Pseudomonas o Bacillus diferentes a Bt entre otros), metodologías variadas de preparación de la toxina (solubilización y activación) y su cuantificación, y pruebas diversas de actividad biológica (contaminación en superficie e incorporación en la dieta, ingestión forzada, etc.) (10).


  Varias estrategias han permitido modificar proteínas Cry recombinantes con la finalidad de conseguir un espectro de actividad mayor, o una letalidad mejorada. A la adición de factores de potenciación, tales como quitinasas, inhibidores de serinoproteasas, péptidos tipo receptor CADR (CADR12) o toxinas Cyt, se destaca las modificaciones realizadas en la proteína Cry per se, tales como la estrategia de mutagénesis sitio-dirigida con la cual se han modificado residuos específicos en los tres dominios proteicos, con un interés mayor en los loops del dominio II que presumiblemente interactúan con receptores de membrana en la plaga. Estas mutaciones han permitido aumentar la toxicidad hasta 36 veces con respecto a la toxina parental. Otro método que ha coadyuvado en alcanzar proteínas Cry de mejor actividad toxica es el intercambio de dominios funcionales, con lo que se optimizó toxinas cuya letalidad mejoro notablemente, es el caso del hibrido Cry1Ab-Cry1C que aumento la actividad 10 veces hacia Spodoptera exigua (31).


  Otras modalidades de modificación incluyen la adición de sitios específicos de clivaje, por ejemplo la adición de un sitio quimiotripsina/catepsina G incremento tres veces la letalidad de la proteína Cry3A hacia Diabrotica virgifera (Coleóptera) (32). Las delecciones se han visto que pueden mejorar proteínas previamente inactivas, donde se destaca el caso de las toxinas CryMod, en las cuales se ha realizado la delección de la hélice α-1, que resultaron en un aumento de afinidad hacia receptores CADR (32). Otras aplicaciones de la tecnología del DNA recombinante en el caso de Bt incluye el desarrollo de biopesticidas utilizando cepas modificadas con genes cry de otras cepas, la transformación de bacterias de suelo (por ejemplo Pseudomonas sp.) con genes cry, para mejorar el control de plagas ya que estos microorganismos habitan en el ecosistema planta (12) y la transformación genética que ha producido cultivos resistentes a insectos (9). Otros avances a destacar incluyen:


  - La realización de mutagénesis sitio-dirigida en el loop 1 del domio II de la proteína Cry3A (R345A, Y350F, Y351F, ΔY350 y ΔY351) con lo que se consiguió aumentar la toxicidad hacia T. molitor (Coleóptera: Tenebrionidae), Leptinotarsa decemlineata (Coleóptera: Chrysomelidae) y Chrysomela scripta (Coleóptera: Chrysomelidae) (32).


  - La determinación de la estructura tridimensional de la proteína Cry8Ea1 con toxicidad hacia Holotrichia parallela (Coleóptera: Scarabaeidae) (33).


  - La transformación genética de una cepa de Bt, portadora del gen cry8Ca2, con el gen cry3Aa7 con lo cual se logro actividad hacia miembros delas familias Scarabaeidae y Chrysomelidae (34).


  - A las cepas bacterianas Brevibacillus brevis Ag12 y Bt Ag13, procedentes del intestino de Apriona germari (Coleóptera: Cerambycidae), se les introdujo el gen cry3A para colonizar el insecto y lograr su control (35).


  - Introducción una modificación en la proteína Cry3A para que posea el sitio de reconocimiento de las proteasas quimiotripsina/catepsina para lograr toxicidad hacia D. virgifera virgifera (Coleóptera: Chrysomelidae) (36).


  - La acción biológica de proteínas recombinantes Cry1B y Cry3A sobre larvas de primer instar de H. hampei (Coleoptera: Scolytidae) (37).


  - La modificación genética de plantas de papa con el gen que codifica la proteína hibrida SN19, resultado del intercambio de los dominios II de las toxinas Cry1B y Cry1I, con actividad letal hacia el coleóptero L. decemlineata (38).


  Existen varios métodos de tamizaje para la determinación de la efectividad de Bt sobre un determinado insecto, por ejemplo el uso de preparaciones espora-cristal o purificación de los cristales insecticidas. Sin embargo, el factor que limita el uso de este tipo de metodologías es el consumo de tiempo y esfuerzo en preparar muestras de proteínas activadas bajo idénticas condiciones, que permitan realizar evaluaciones comparativas, además de la presencia de fenómenos de competencia que impide determinar con certeza aquella proteína que causa el efecto biológico (39).


  La tecnología del DNA recombinante puede ayudar a elevar los niveles de expresión de los genes que codifican para toxinas, si se combinan con promotores fuertes, sitios de unión al ribosoma y apropiadas secuencias iniciadoras y terminadoras, y permite identificar fenómenos de competencia (40). Aunque se llegó a considerar que el hospedero de expresión de una proteína Cry (la mayoría de hospederos utilizados son cepas acristaliferas de Bt y E. coli) podía alterar su actividad toxica, debido a que quizás se afectaban sus propiedades de solubilización, los datos obtenidos no soportan la tesis de que este pudiera ser un factor importante cuando se realiza un ensayo biológico con la toxina recombinante (10).


  Las toxinas anticoleópteras Cry1B y Cry3A.

  En la estructura primaria de las proteínas Cry1B y Cry3A se observan varias regiones que se han caracterizado como importantes para la actividad toxica, y su similaridad entre ellas (Figuras 1 y 2) (16, 41). El alineamiento entre estas toxinas (Figura 1) presenta regiones conservadas, cuando se observa aquellas que han sido descritas como importantes en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1, se encuentra que sus contrapartes en la proteína Cry3A son similares en los tres dominios, más no es así al analizar la correspondencia en residuos de importancia toxica de Cry3A en el producto toxico del gen cry1B; si se examina las franjas de los loops del dominio II, que se han correlacionado con el reconocimiento del receptor, hay correspondencias.
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  Figura 1. Alineamiento de la estructura primaria de las proteínas Cry1B y Cry3A. En negrilla se presentan los residuos conservados. Los cuadros azules encierran aminoácidos relacionados con la toxicidad en las proteínas Cry1 con su correspondencia en la toxina Cry1B. Los cuadrados rojos denotan la contraparte para Cry3A (16, 41). Los cuadros morados y amarillos representan los loops de superficie del dominio II para los productos de codificación de los genes cry1B y cry3A respectivamente. La línea vertical anaranjada presenta los límites de los dominios para la toxina Cry1B, mientras que la verde indica lo mismo para la proteína Cry3A.


  Al superponer las estructuras terciarias de ambas toxinas podemos observar que las principales diferencias estructurales se ubican en los loops del dominio II, Figura 2 (9). En este contexto, sería útil conocer el efecto de mutaciones en ambas toxinas teniendo como base estas observaciones.


  Conclusiones


  Aunque se han encontrado varias toxinas Cry activas hacia insectos del orden Coleoptera (10), sin embargo otros trabajos han demostrado la dificultad en identificar factores tóxicos de Bt hacia este particular grupo de invertebrados (42, 43). Estas diferencias en respuesta, si tenemos en cuenta la letalidad de Bt hacia lepidópteros, puede deberse a varios factores inherentes a la fisiología de estos insectos (Figura 3, A), que se describen a continuación:


  - Se ha identificado que proteasas asociadas con las VMMA, en lugar que con el jugo intestinal, rompen la proteína Cry3Aa generando un fragmento de 38 kDa, evidenciando que ciertas proteasas actúan específicamente sobre las toxinas Cry y que se localizan en la membrana celular epitelial (44). En cuanto a las proteasas identificadas en coleópteros se ha encontrado que el tipo predominante corresponden a las cisteínoendopeptidasas (catepsina L, papaina, catepsina B, y catepsina H), que generalmente se combinan con aspartato-endopeptidasas (pepsina).
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  Figura 2. Estructuras tridimensionales superimpuestas de las proteínas Cry1B (azul) y Cry3A (rojo), en base al carbono α. Las flechas moradas y verdes indican los loops del dominio II para Cry1B y Cry3A respectivamente. La figura se construyó con el programa Deep View-Swiss-PdbViewer (http://spdbv.vital-it.ch/).
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  Figura 3. Las toxinas Cry en coleópteros. A. Probable mecanismo de la proteína Cry. La toxina ingerida llega al intestino medio (abajo) de pH ácido (naranja), con compartimientos básicos (azul). A pH básico la proteína Cry sería activada por proteasas (1), reconocería a CADR y quizás oligomeriza (2), interactuando con ALP, y tal vez APN (3); en acidez la interacción Cry-CADR, con la subsecuente oligomerización, es menos probable y la toxina sufriría el ataque de proteasas, así la mayor parte se excretaría. B. Alternativas de perfeccionamiento de la actividad de la proteína Cry. La larva ingiere proteínas CryMod, o un fragmento de CADR con la proteína Cry estándar, y estas alcanzan compartimientos básicos formando oligomeros resistentes al ataque proteolítico (2) post-activación por proteasas intestinales (o quizás por activación pre-ingestión) (1) logrando interactuar con ALP, y quizás con APN (3); en la región ácida sucedería igual comportamiento, pero los oligomeros interactuarían con receptores tipo ADAM metaloproteasa. La concentración de toxina no eficiente y excretada sería mucho menor. Los símbolos “V” rojos indican actividad biológica positiva, el signo “?” significa que no es claro si existe algún tipo de interacción biológica. Figuras de receptores se diseñaron con el programa Deep View- Swiss-PdbViewer (http://spdbv.vital-it.ch/).


  Otra clase la constituyen serino-endopeptidasas (tripsina, quimiotripsina, catepsina G, trombina, plasmina y elastasa) con elevada actividad digestiva. También se ha encontrado metaloendopeptidasas (sacarolisina), exopeptidasas (aminopeptidasas), y la omegapeptidasa acilaminoacilpeptidasa. En la mayoría de insectos el procesamiento proteolítico es llevado a cabo por serino-endopeptidasas, por lo que se considera que el pH ácido de los coleópteros puede estar involucrado en la diferencia en cuanto al tipo de proteasa predominante. La mayoría de proteínas Cry desarrollan su potencial toxico bajo condiciones de pH alcalino en el intestino (9). Es posible que componentes de membrana afecten la conformación estructural de la proteína exponiendo al solvente los sitios de clivaje para la acción de la proteasa, por ejemplo la observación de bandas proteolíticas adicionales en el extracto intestinal de cepas resistentes de insectos ha llevado a postular que estos cambios se relacionen con dicha resistencia (45). Las proteasas están involucradas en la respuesta innata en el intestino de insectos debido a la modulación y amplificación que ejercen en las cascadas de señalización lo cual conlleva a la activación de mecanismos específicos de defensa tales como el reconocimiento de patógenos, melanización, coagulación e inducción de péptidos antimicrobianos (46 - 50).


  Se podría pensar que el perfil particular de proteasas en el intestino de coleópteros juega un papel determinante en su susceptibilidad a las proteínas Cry.


  - Las aminopeptidasas constituyen un alto porcentaje de las proteínas de la membrana apical del intestino medio en insectos coleópteros (51, 52), se han visto implicadas en la degradación de péptidos terminales y eliminación de los aminoácidos, transducción de señales, clivajede péptidos de señalización y modulación de sus actividades.


  En individuos resistentes se ha encontrado que su transcripción aumenta bajo la exposición a las toxinas Cry (44). En coleópteros se ha identificado concentración elevada de aminopeptidasas con actividad incrementada, lo que llevaría a pensar que en este orden de insectos estas moléculas no sirven como receptores de las proteínas Cry, a diferencia de lo que se ha descrito en lepidópteros (44). Aunque en intestinos de insectos se ha observado que las aminopeptidasas requieren un pH alcalino, mientras que bajo un pH ácido su actividad se ve disminuida, la presencia de compartimientos alcalinos harían posible niveles de actividad altos (53).


  También se ha postulado que la resistencia en coleópteros (u otros insectos) se puede deber a:

  

  - Caída en la afinidad de las toxinas hacia el receptor (54).


  - Reducción de sitios de unión para la molécula toxica en el receptor (54).


  - Disminución en el número de receptores (54).


  - Unión débil en el complejo toxina-receptor (54).


  - Excreción aumentada de las moléculas Cry (54).


  - Alteraciones en los sitios de reconocimiento en el receptor (54).


  - Respuesta inmune elevada, con producción de procoagulantes (tipo hexamerina o lioporina) que forman agregados sobre las proteínas Cry, y actividad esterasa con probable secuestro de las mismas toxinas (54).


  - El papel que juega la microbiota asociada al intestino del insecto, ya que se ha asociado una carga bacteriana elevada (determinada en huevos e intestino) a un estado inmune activo en el invertebrado, y cuya transmisión está ligada maternalmente, a una tolerancia mayor a Bt (55).


  La evidencia apunta principalmente a dificultades con el reconocimiento del receptor CADR y la formación de oligomeros que reconozcan proteínas de membrana, lo cual se encuentra de acuerdo con lo propuesto por el modelo de Bravo (16). Se ha descrito que la utilización de un fragmento del receptor CADR correspondiente a CR12 (repetición CR8 a CR10) de D. virgifera virgifera aumentó la actividad toxica de las proteínas Cry3Aa y Cry3Bb para los coleópteros L. decemlineata, D. undecimpunctata howardi, y D. virgifera virgifera, entre ~ 2 a 13 veces (23).


  La identificación del receptor CADR en T. molitor (Coleóptera: Tenebrionidae) llevó a comprender que la región proximal CR9-11, similar a CR8-10, es importante en el reconocimiento de la proteína Cry (22). En otros estudios se encontró que la delección de la hélice α-1 de toxinas Cry1 (CryMod) generó estructuras oligomericas, y por ende efectuar su capacidad lítica, sin el previo reconocimiento del receptor CADR, en insectos resistentes a este tipo de proteínas (41).


  Sería interesante utilizar las estrategias que coadyuvan con la actividad de las proteínas Cry, ya sea empleando fragmentos del receptor CADR de la región proximal al sitio de inserción en la membrana celular, o generando toxinas CryMod capaces de formar oligomeros que interactuen con receptores de membrana, probablemente con la proteína tipo ADAM metaloproteasa que requiere un pH ácido (pH 6.5) para su actividad prolyl-endopeptidasa (Figura 3, B) (56). Esto unido al diseño de mejores toxinas Cry, por medio de experimentos de mutagénesis sitio-dirigida o de intercambio de dominios, y la identificación de nuevas toxinas anticoleópteras en Bt u otros organismos, podría repercutir en una estrategia efectiva de control biológico de este grupo de insectos aplicando la tecnología basada en Bt.
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  Resumen


  La presencia de metales pesados en los lodos ribereños de la zona media de los ríos Bogotá y Tunjuelo, procedentes de desechos de industriales, ha influenciado y permeado la calidad de los suelos en la Sabana de Bogotá. Esto se refleja en las pequeñas concentraciones presentes en vegetales que se utilizan para la alimentación humana, causando efectos nocivos para la salud. La biotransformación de estos metales es posible gracias a la presencia de algunas moléculas inorgánicas y de microorganismos capaces de interactuar, cambiando su biodisponibilidad en el medio. Esta investigación determinó la concentración de cromo, plomo y mercurio en la zona media de los ríos Bogotá y Tunjuelo, mediante la técnica de absorción atómica.


  Los microorganismos se encuentran expuestos a la presencia de metales pesados, lo cual selecciona variantes capaces de tolerar sus efectos nocivos. El estudio de estas interacciones, con sus mecanismos de tolerancia, expone el potencial de éstos para ser utilizados en procesos biotecnológicos como la biorremediación de la contaminación ambiental por metales pesados. Mediante experimentos de laboratorio, se logró extraer cepas por cultivo directo y enriquecimiento selectivo y determinar su grado de compromiso en la biotransfomación y biodisponibilidad de metales como cromo, plomo y mercurio, concluyendo que uno de los géneros más comprometidos es el Micrococos, seguido por Pseudomonas.


  Palabras clave: absorción atómica, biodisponibilidad, biotransformación, metales pesados, xenobióticos.


  Abstract


  Biotransformation of heavy metals present in mud bordering the Bogotá and Tunjuelo rivers


  The presence of heavy metals in mud bordering the middle zone of Bogotá and Tunjuelo rivers, from industrial waste, has influenced and permeated the soil quality in the Bogotá plateau. This is reflected in small concentrations present in plants used for human consumption, causing adverse health effects. The biotransformation of these metals is possible due to the presence of some inorganic molecules and microorganisms capable of interacting, changing its bioavailability in the middle. In this investigation we determined the concentration of chromium, lead, and mercury by the atomic absorption technique, much used in the quantitative study of heavy metals.


  Microorganisms are exposed to the presence of heavy metals, which select variants able to tolerate its adverse effects. The study of these interactions, their mechanisms of tolerance, exposes the potential for use in biotechnological processes such as bioremediation of environmental pollution by heavy metals. Through laboratory experiments, strains were able to be extracted by direct culture and selective enrichment and determine their degree of commitment to biotransformation and bioavailability of metals like chromium, lead, and mercury, concluding that one gender is more committed Micrococci, followed by Pseudomonas, without daring to mention more species due to the complexity and varieties identified in the environment.


  Keywords: atomic absorption, bioavailability, biotransformation, heavy metals, xenobiotics.


  Introducción


  La contaminacion ambiental generada por las actividades industriales, es uno de los problemas que cursa el planeta y que altera el equilibrio biologico de la Tierra. Los metales pesados son uno de los desechos contaminantes mas toxicos que se arrojan como desechos industriales; que aunque son imprescindibles para el desarrollo de los organismos, en cantidades excesivas pueden llegar a ser letales. Una vez emitidos se absorben muy facilmente a traves de las membranas biologicas por su elevada afinidad quimica a las proteinas no siendo de facil degradacion y dificultando su eliminacion. Es asi como se hace necesario contrarrestar estos contaminantes utilizando técnicas para su transformacion y/o inactivacion del ambiente. La toxicidad de los metales pesados es muy alta.


  Su accion directa sobre los seres vivos ocurre a través del bloqueo de las actividades biologicas, es decir, la inactivacion enzimatica por la formacion de enlaces entre el metal y los grupos sulfhidrilos (-SH) de las proteinas, causando danos irreversibles en los diferentes organismos. Para que los metales pesados puedan ejercer su toxicidad, estos deben encontrarse disponibles para ser captados por los seres vivos, es decir que el metal debe estar biodisponible. El concepto de biodisponibilidad se encuentra íntimamente relacionado con las condiciones fisicoquimicas del ambiente, que determinan la especiacion y por lo tanto la concentracion de metal libre y labil. Por ello es fundamental, al determinar el grado de contaminación por metales pesados de un ambiente, conocer su biodisponibilidad, es decir, la concentracion de metal libre y labil presente en la muestra (1,2).


  Una de las aplicaciones mas recientes en la biotecnologia es la correccion biologica que permite aborda en la mayor parte de los casos el tratamiento de suelos contaminados. Todas las interacciones entre los microorganismos y los metales u otros elementos como carbono, nitrogeno, azufre y fosforo son componentes fundamentales de los ciclos biogeoquimicos. Las interacciones metalmicrobiota son estudiadas en profundidad en el contexto de la biotecnologia ambiental, con el objeto de implementar metodos de remocion, recuperación o detoxificacion de metales pesados y radionúclidos (3-5).


  Dependiendo del estado de oxidacion que se presente un metal y la especie que este conformando, un microorganismo puede realizar dos transformaciones posibles. Una corresponderia a la movilizacion del metal, es decir el pasaje de un estado insoluble inicial (metales asociados a suelos, sulfuros u oxidos metalicos, por ejemplo) correspondiente a una fase solida, a un estado soluble final, en fase acuosa. Este proceso se conoce con el nombre de lixiviación microbiana. El otro corresponde a la inmovilización del metal, es decir el pasaje de un estado soluble inicial en fase acuosa a uno insoluble final en fase solida. A su vez existen en la naturaleza diferentes mecanismos por los cuales la inmovilizacion del metal puede llegar a ocurrir (6).


  [image: ]


  Figura 1: Interaccion entre los metales pesados y los microorganismos. http://www.quimicaviva.qb.fcen.uba.ar/Actualizaciones/metales/metales


  El interes en descontaminar los suelos se produce debido a que el flujo del agua transporta la mayoría de los contaminantes y estos tienden a absorberse sobre las superficies presentes o forman fases liquidas, quedando atrapadas en la matriz solida. Uno de los metodos de correccion biologica que se utiliza en la actualidad es la biorremediacion, la cual surge como una rama de la biotecnologia que busca resolver los problemas de contaminacion (7).


  Segun la Environmental Protection Agency (EPA), la biorremediacion se define como los procesos en los que se usan microorganismos o enzimas producidas por estos para transformar o degradar contaminantes toxicos en los ecosistemas (8); esta estrategia biologica depende de las propiedades catabolicas que presentan los microorganismos, quienes utilizan los contaminantes para su desarrollo. Los contaminantes que se liberan en las superficies pueden ser transportados vertical y lateralmente a los suelos de aguas y eventualmente pueden ser inhalados o ingeridos atraves de aguas para el consumo humano, ademas pueden ser absorbidos por las plantas y los tejidos animales. Estos contaminantes son llamados tambien xenobioticos (termino que se refiere a las sustancias artificiales que no pertenecen a los sistemas biologicos naturales) (9).


  En la absorcion microbiana, llamada bioacumulacion, las especies metalicas son efectivamente retenidas al interactuar con los fosfatos, proteinas y lípidos en el citoplasma celular compitiendo con los iones sodio, potasio y calcio en los mecanismos biologicos; sus posibilidades de desarrollar una mayor capacidad absorbente dependen del tipo de microorganismo y su etapa de crecimiento (10). En la Figura 1 se esquematiza la interaccion entre los metales pesados y los microorganismos, Figura 1.


  Una caracteristica quimica importante de las paredes celulares es que poseen igualmente grupos funcionales; las tecnicas analiticas muestran que en ellas estan presentes polimeros sustituidos con grupos aminos, amidos, carboxilicos, hidroxilicos, fosfatos. Una vez que la biomasa obtenida principalmente de los desechos de la industria que realizan procesos de fermentacion ha sido secada, el residuo es un absorbente eficaz en la remocion de especiesmetalicas desde efluentes. Este proceso se denomina bioabsorcion; igual que en la bioacumulacion el tipo de microorganismo determina los biopolimeros presentes en la biomasa seca y asimismo la concentracion de los grupos funcionales disponibles como sitios de adsorcion. Este conocimiento ha permitido que otras investigaciones se orienten al uso directo de los biopolimeros, desarrollando aun mas la biosorcion como tecnica de metales toxicos desde efluentes mineros (10).


  El ambiente mas favorable para la mayor parte de los microorganismos (bacterias, hongos y algas) (11,12) es:


  -Temperatura: 15-45°C.

  -pH: entre 5,5 y 8,5.

  -Relacion de nutrientes carbono: nitrogeno: fosforo de 120:10:1.

  -Presencia de agentes oxidantes y/o reductores que permitan las reacciones metabolicas de los microorganismos.


  Ademas de estas condiciones, para que la biorrecuperacion sea efectiva, es necesario que los microorganismos sean los apropiados para el contaminante y que estos no sean toxicos para los microorganismos. El principal problema de los metales pesados en el ambiente es que no pueden ser biodegradados; sin embargo los microorganismos pueden interaccionar con ellos transformandolos los cuales obedecen a cambios en el estado de oxidacion; esto influye de forma drastica en la movilidad del contaminante, ya que en algunos casos aumenta la solubilidad de los productos de alteracion, favoreciendo asi su eliminacion del medio, y en otros casos disminuye produciéndose una inmovilizacion del contaminante. La elección entre una u otra transformacion dependera de si se pretende eliminar la contaminacion o si se quiere evitar su llegada a zonas especificas. Ademas los microorganismos pueden actuar y biodegradar la materia organica y los compuestos organicos (acidos humicos principalmente), modificando igualmente su movilidad.


  Las reacciones responsables de los procesos de biotransformacion y biodegradacion estan relacionadas con el metabolismo de los microorganismos existentes. Para que dichos microorganismos puedan crecer y desarrollar sus funciones vitales necesitan un aporte de nutrientes, basicamente carbono, nitrogeno y fosforo; asi como donantes y aceptores de electrones (13). Estos ultimos son imprescindibles como fuente de energia, ya que la transferencia catalizada de electrones entre donantes y receptores libera la energia requerida para que se produzcan las reacciones bioquimicas vitales. Algunos metales pesados pueden actuar como donantes y aceptores de electrones, o como fuente de energia, y por ello es posible su biotransformacion. Los organismos que utilizan metales como fuentes principales de energía son los denominados chemolitoautotrofos.


  Las principales transformaciones de los metales pueden ser directas, por medio de cambios en el estado de valencia cuando actuan como donantes o receptores de electrones e indirectas, por medio de agentes oxidantes y reductores producidos por los microorganismos y que son responsables de cambios en el pH y del potencial redox (11). En la respiración aerobia los organismos chemolitoautotrofos utilizan CO2 como fuente de alimentacion y de energia. En la respiracion anaerobia, los procesos están condicionados por el tipo de aceptor de electrones, ya que no existe oxigeno disponible para hacer dicha funcion. Los principales aceptores de electrones en medios anaerobios son CO2; NO3- ; S04 2- y Fe3+. Las formas oxidadas de los metales son altamente solubles y por lo tanto moviles, en las aguas subterraneas en condiciones aerobias. Su reducción enzimatica produce formas reducidas insolubles, lo que provoca su precipitacion intra o extracelular (11).


  Ademas de la reduccion enzimatica directa de metales pesados, algunos microorganismos, como las bacterias reductoras de metales y las bacterias reductoras de sulfatos, pueden llevar a cabo la reduccion indirecta de especies oxidadas solubles. Esto se produce acoplando la oxidacion de compuestos organicos a la reducción del Fe3+, Mn4+ y S042-. Las especies reducidas Fe2+, Mn2+ y H2S, interaccionan quimicamente con los metales contaminantes solubles produciendo especies multicomponentes insolubles que precipitan.


  La solubilizacion de metales bioabsorbidos y coprecipitados puede producirse por procesos microbianos tanto de forma directa como indirecta, aunque la solubilizacion de metales pesados a partir de coprecipitados con las fases minerales del acuifero, requiere una solubilizacion parcial previa de dichas fases minerales, oxidos principalmente. La reduccion directa de oxidos de hierro por bacterias reductoras de metales, favorece la solubilizacion de un gran rango de metales pesados que pudieran estar coprecipitados en dichos oxidos. Asimismo, la creacion de acidos organicos durante el metabolismo de los microorganismos, es capaz de bajar el pH del sistema, hasta valores que permitan interferir con las cargas electrostaticas que mantienen unidos los metales pesados a la superficie de los oxidos e hidroxidos de hierro y ser desplazados por los iones de hidrogeno liberados al sistema.


  Materiales y métodos


  Basandonos en los reportes de algunos trabajos de grado de Universidades como la Distrital y los Andes, entre otras, y los informes de la Contraloria Distrital y la Secretaria Distrital de Ambiente, se determino la zona media del rio Tunjuelo y la zona media del rio Bogota. El proyecto identifico dos ambientes tipicamente contaminados (suelos y lodos) con metales pesados (Cr, Pl, Hg), en los cuales se tomaron muestras en forma continua durante los 12 meses en que se desarrollo el proyecto, para lo cual se realizaron visitas y muestreos directos.


  Partiendo de la determinacion de la zona de muestreo y haciendo una caracterizacion fisica, quimica y climatica de la zona, se pudo estandarizar los protocolos microbiologicos a seguir en el laboratorio, y se utilizo la absorcion atomica como tecnica para la determinación de estos metales pesados. Con la zona de muestreo estudiada, los protocolos microbiologicos establecidos, se procedio a la toma de las muestras de los lodos semiliquidos dadas las condiciones de las riveras de estos dos rios. Se tomaron muestras por duplicado en frascos de 500 mL, color ambar y conservados a 40C, (una para quimica y otro para microbiologia). Las muestras fueron recogidas con herramientas manejables (paletas o espatulas) previamente esterilizadas en el laboratorio o bien a la llama inmediatamente antes de la toma. En el caso de los suelos siempre se trato de muestras superficiales (20 o 30 cm).


  El proceso de preparacion paso por un pequeño cribado manual para retirar trozos de roca y vegetales de modo que la muestra presentara un aspecto homogeneo, sin fragmentos superiores a 5mm. Es importante conseguir una solucion convenientemente clara, representativa y reproducible para los cultivos en placa. Para ello, a un peso de cada muestra (10 g) se le anadio una cantidad de un agente disgregante(pirofosfato de sodio -Na4P2O7.10H2O al 0,1%) en una relacion constante volumen/peso de 2,5 (14). El recipiente esteril se agito, machacando las partículas de suelo con una varilla de vidrio tambien esteril hasta reposar y se observo el grado de dispersion alcanzado.


  El proceso se detuvo cuando se dispersaron por completo las particulas mayores. Este procedimiento actua a escala macroscopica (15) la dispersion de las particulas de suelo y la ruptura de agregados que pudieran disminuir la eficiencia de la extraccion de los microorganismos. En el ambito microscopico se consigue una desorcion de las celulas suficiente para conseguir una suspension microbiana.


  Las muestras se sometieron a analisis química para poder establecer el nivel de contaminación de estos lodos por Cr hexavalente, Pl y Hg. Las muestras microbiologicas se concentraron mediante centrifugacion a 12000 rpm durante 5 minutos en forma fraccionada y se tomo el sobrenadante, llevando a un volumen final de 50 mL, para iniciar el proceso de diluciones y siembra en medio TSA e incubarlos por 48 horas a una temperatura de 250C. Se realizaron repiques y aislamiento de los microorganismos presentes (biotransformantes y biotolerantes), para ser sometidos a pruebas bioquimicas (16) iniciales de identificacion y establecer las tecnicas de enriquecimiento selectivo en matraces de 250 mm con medio de cultivo (lodo esteril) a 5000 rpm y 25oC durante siete dias, al cabo de los cuales se tomo 1 mL para diluciones (17), siembra, recuento aislamiento e identificacion (15, 18, 19).


  Todos los procedimientos que se pueden usar para el calculo del numero de microorganismos viables en una muestra natural tienen implícitos errores; los recuentos en placa no son excepcion.


  Efectivamente, el numero de microorganismos que se pueden aislar con esta tecnica es muy inferior al total de los presentes en la misma muestra; tanto es asi que, segun los casos, se habla de un 10% a 15% del total (20,21). Se tomaron 25 mL del matraz y se resembro en un nuevo matraz medio de cultivo liquido (lodos esterilizados), repitiendo tres veces el procedimiento anterior, (enriquecimiento selectivo). Se implementaron nuevos matraces de 250 mL, con medio de cultivo esteril, (lodos analizados quimicamente para garantizar la ausencia de metales pesados) suplementados con adicion de concentraciones especificas de Cr, Pl y Hg para observar el comportamiento de los microorganismos aislados (biotolerantes y biotransformadores).


  Es importante senalar que el contenido de cada matraz fue enviado a analisis quimico para hacer seguimiento a la biotransformacion de cada uno de estos metales. Se utilizaron técnicas de biologia molecular, para la identificacion de los microorganismos asi como el analisis de sus relaciones filogeneticas, mediante la secuenciación el ARN ribosomico (rRNA), o de los genes que se codifican, rDNA. El proceso completo paso por fases de amplificacion (PCR) del gen del RNAr 16S, secuenciacion y finalmente comparacion con las secuencias de referencia en las bases de datos existentes (15).


  La aportacion principal de estas tecnicas en el campo de biorremediacion es la identificación precisa de los microorganismos implicados en la biotransformacion. Los arboles filogeneticos que se pueden elaborar con esta metodologia permiten conocer las relaciones de las bacterias detectadas con otros grupos microbianos, incluso sin haber sido cultivadas previamente.


  Los métodos utilizados para identificar las cepas aisladas tras diversas fases de cultivo fueron: obtencion de ADN (22), amplificación -purificación: mediante el uso del kit GFX PCR DNA and Gel

  Band purification (Amersham Bioscience) segun el protocolo del fabricante y leyendo el ADN obtenido en 60 μL de agua destilada; secuenciacion: 10 μL de ADN purificado (a una concentracion aproximada de 30 ng/μL) mediante el uso del kit Thermo sequenase dye terminator cycle sequencing premix (Amersham Bioscience) y 5 μL del cebador pH a una concentracion de 5 pM en un secuenciador automatico de ADN Multigene Termal Cycler TC9600; analisis de las secuencias de ADN: las secuencias obtenidas se introdujeron en el programa BLAST (NCBI) que busca homologias al nivel de nucleotidos o de aminoacidos con secuencias presentes en bases de datos (23).


  Resultados


  Los resultados de los analisis quimicos de los lodos de ambos rios (Bogota y Tunjuelo), que fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Quimica de la Universidad de Oviedo, Espana, fueron los siguientes:


  - Cromo hexavalente mayor a 0.005 mg de Cr/L.

  - Plomo: mayor a 0.049 mg de Pl/L

  - Mercurio: mayor a 0.001 mg de Hg/L.


  La evidencia de su presencia es superior a lo establecido por la norma. Igualmente a las muestras se les realizo pruebas para determinar su pH (Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ingenieria Ambiental de la Universidad Antonio Narino), obteniendose los siguientes resultados:


  - Muestra A1 (azul): 7.17

  - Muestra A1 (blanca): 7.04

  - Muestra B1: 6.83.


  Los resultados son la expresion de un ANAVA aplicado al numero total de muestras y su ponderacion. Igualmente, de estas muestras, tomadas en forma consecutiva (cada 15 dias), se obtuvieron diferentes colonias, el predominio fenotipico y comportamiento a la prueba bioquimica de Gram y oxidasa se muestran en la Tabla 1.


  Se realizaron repiques para hacer pruebas de identificacion mediante la tecnica de CRYSTAL RAPID, determinandose de esta forma la presunta presencia de los siguientes microorganismos:

  Corynebacterium genitalium, Corynebacterium diphteriae, Bacillus megaterium, Micrococcus sedentarius, Bacillus meguterium, Aeromonas hydrophila, Aeromonas spp., Pantoea agglomerans

  y Pseudomonas spp.


  Los anteriores resultados son producto de la ponderacion del recuento directo de la siembra en medio de cultivo TSA, por triplicado: La literatura reporta la relacion de algunos de estos microorganismos en la presencia de metales pesados, bien sea como tolerantes o como biotransformadores, y entre ellos tenemos como ejemplo a Corynebacterium genitalium, que presenta sensibilidad al cromatoy resistencia al mercurio, resistencia al plomo, Gram positivo; Corynebacterium diphteriae, ha sido aislado de suelos contaminados con metales pesados (cromo VI); Aeromonas hydrophila: Gram negativa, sensibilidad al cromato, resistencia al mercurio y resistencia al plomo; Pantoea agglomerans, crece entre 180C–250C, bacilos Gram negativo, aislado en suelos contaminados con cromo VI; Pseudomonas sp, resistencia a cromo VI (11,24), Figura 2.


  Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de los microorganismos aislados.
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  Figura 2. Resultado de dominancia de diferentes generos de microorganismos en Recuentos Directos en Medio TSA.


  



  Igualmente se realizaron diferentes aislamientos por enriquecimiento, y las especies que demostraron que intervienen, de alguna forma, en tolerancia en el proceso de biotransformacion se relacionan en las Tablas 2-6.


  Tabla 2. Primer enriquecimiento.
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  Tabla 3. Cepas aisladas del segundo enriquecimiento.
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  Discusión


  En el momento de realizar el analisis de los resultados se debe tener una consideracion importante, dado que, muy a pesar de los grandes adelantos que se presentan en biologia molecular, y el grado de las secuencias con las diferentes bases de datos existentes, hay que considerar que tan solo se ha llegado a aislar el 10% de los microorganismos existentes en el medio ambiente y por esto mismo las bases de datos reportan generos y especies en esta misma proporcion. Debido a las anteriores consideraciones se reportan los resultados de semejanza expresados en genero mas no en especie.


  Tabla 4. Del tercer enriquecimiento tenemos.
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  Tablas 5 y 6. Resultados del cuarto enriquecimiento.
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  De los resultados, tanto de los aislamientos por triplicado directos, como de los diferentes enriquecimientos, evaluadios mediante un análisis de varianza, se obtuvo la siguiente informacion: de los enriquecimientos directos se presenta una estandarizacion cuantitativa en la presencia de los generos Corynebacterium, Bacillus, Aeromonas, Pseudomonas, Micobacterium, Aspergillus, sin embargo la presencia del genero Micrococcus, paso casi que inadvertida, lo cual fue cambiando a traves de los enriquecimientos selectivos y de los enriquecidos con metales, llegando a dominar con su presencia.
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  Figura 3. Generos predominantes en la biotransformacion de los metales Cr, Pl y Hg.


  Con lo anterior, se ratifica la importancia de no descartar ningun microorganismo de los aislamientos directos, los cuales pueden aparecer en forma poco significativa frente a las dominantes que pueden estar degradando metabolitos intermedios u otros sustratos presentes producto de la degradacion del mismo medio, Figura 3.


  La biotransformacion de estos metales, tanto en los enriquecimientos con medio de cultivo con lodos como en los que se les adiciono Cr, Pl y Hg a los lodos esterilizados, fue casi total, demostrando la eficiacia de todos los generos presentes bien sea trasformado los metales directamente o suplementando otros bioelementos para facilitar este proceso.
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  Resumen


  Este estudio determinó si el agua para consumo humano del área urbana en el municipio de Bojacá Cundinamarca, cumplía con los parámetros físicos, químicos y microbiológicos establecidos en la Resolución 2115 de 2007. Para ello, se realizaron dos muestreos de diferentes puntos de la red de distribución, fuentes naturales y tanques de almacenamiento domiciliario. Se emplearon métodos fotométricos, electrométricos y volumétricos en los respectivos análisis físicos y químicos, para los parámetros microbiológicos se empleó la técnica de filtración por membrana. Los resultados obtenidos evidenciaron que la mayoría de las muestras no cumplió con en el valor mínimo permisible de cloro residual libre, por lo tanto, según el indice de riesgo de la calidad del agua para consumo humano (IRCA), son clasificadas como no aptas para consumo humano. Sin embargo, los demás parámetros analizados incluso los microbiológicos cumplieron los parámetros estipulados en la Resolución 2115 de 2007. La calidad del agua debe mantenerse en todo el sistema de distribución, por lo tanto, además de llevar a cabo los procesos de potabilización, el prestador del servicio debe llevar un estricto control de los factores que puedan influir en la calidad del agua.


  Palabras clave: Calidad del agua, agua potable, coliformes, Escherichia coli, IRCA, Red de distribución.


  Abstract


  Physicochemical and microbiological water quality of Bojacá Township, Cundinamarca


  This study determined whether the drinking water in urban areas in the municipality of Cundinamarca Bojacá, met the physical, chemical and microbiological criteria established in Resolution 2115 of 2007. To this end, there were two samples from different parts of the distribution system, natural sources and storage tanks at home. Photometric, electrometric and volume methods were used in the respective physical and chemical analysis; additionally for microbiological parameters was used the membrane filtration technique. The results showed that most samples did not meet the minimum permissible value of free residual chlorine, therefore, according to the Risk Index Water Quality Water for human consumption (IRCA), are classified as non-unfit for human consumption. However, other microbiological parameters were met including the parameters set out in Resolution 2115 of 2007. Water quality must be maintained throughout the distribution system. Therefore, in addition to carrying out the treatment processes, the service provider must keep a strict control of the factors that may affect water quality.


  Key words: Quality of the water, drinkable water, Coliformes, Escherichia coli, IRCA, distribution network.


  Introducción


  La cabecera municipal de Bojacá se abastece de agua de una fuente superficial nacedero y de un pozo, el agua proveniente del nacedero es tratada en una planta donde se lleva a cabo el proceso de microfiltrado y cloración y posteriormente por bombeo, llega a la red combinándose con el agua del pozo tratada en la planta urbana. La cobertura del servicio de acueducto en el área urbana es del 96% y beneficia a un total de 5904 usuarios (1).


  Según la contraloría de Cundinamarca, en el periodo comprendido entre el año 2007 y el primer trimestre del 2008, la mayor parte de los acueductos en los municipios de Cundinamarca distribuyen a sus usuarios agua no potable. De los 116 municipios del departamento, el 45% (52 municipios) no suministran agua apta para el consumo humano, de acuerdo con los valores establecidos en la Resolución 2115 de 2007. De un total de 1.529.427 cundinamarqueses (población proyectada por el DANE durante el año 2008), a 386.711 se les está suministrando agua no potable, lo que representa un 25 % de la población total (2).


  Materiales y métodos


  área de estudio

  El Municipio de Bojacá está situado al occidente de la sabana de Bogotá, su superficie abarca cerca de 109Km2 y la altura sobre el nivel del mar es de 2.598 metros, con una temperatura media de 14oC. El municipio cuenta con 8788 habitantes (3). El área urbana presenta mayor concentración de población con un total de 6151 habitantes, mientras que en el área rural la población llega a 2637 habitantes. En la actualidad, el acueducto tiene una cobertura en la zona urbana del 96% (1).


  Toma de muestras

  Se realizaron dos muestreos y en cada uno se tomaron seis muestras de agua, los puntos de muestreo se indican en la Tabla.1. Las muestras se tomaron de acuerdo a la metodología establecida por la Norma Técnica Colombiana (NTC) 813, incluida en las normas oficiales para la calidad del agua en Colombia (4).


  Procesamiento de las muestras

  Se llevó a cabo la determinación de Coliformes totales y Escherichia coli (E. coli), con las recomendaciones del Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (5,6), se empleó la técnica de Filtración por Membrana. El análisis físico químico se realizó mediante técnicas fotométricas, volumétricas y electrométricas respectivamente con los métodos que se indican en la Tabla 2.


  Determinación del índice de riesgo de la calidad del agua para consumo humano –

  IRCA

  De acuerdo a los resultados obtenidos en ambos muestreos se realizó el cálculo del índice de riesgo de la calidad del agua para consumo humano (IRCA), según lo indicado en la Resolución 2115 de 2007 (7).


  Resultados


  Coliformes totales y E. coli

  No se presentó crecimiento de Coliformes totales ni E. coli, en las muestras analizadas.


  Color

  El valor máximo aceptable es 15 Unidades Platino Cobalto (UPC), la muestra de agua proveniente de pozo en el segundo muestreo presentó un valor de 16 UPC, las demás muestras analizadas se mantuvieron por debajo de este valor, Figura 1.


  Tabla 1. Puntos de muestreo.
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  Tabla 2. Técnicas para la determinación de parámetros físico químicos del agua
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  pH

  El valor establecido para este parámetro en la normatividad vigente está entre 6.5 - 9.0, en este estudio todas las muestras analizadas cumplen con este valor, Figura 2.


  Turbidez

  Como se observa en la Figura 3 en todos los puntos muestreados el valor de este parámetro no superó el máximo aceptable de 2 Unidades Nefelométricas de Turbiedad (UNT).
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  Figura 1. Resultados de color comparados con el valor máximo aceptable establecido en la Resolución 2115 de 2007.
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  Figura 2. Resultados de pH, comparados con el valor máximo establecido en la Resolución 2115 de 2007.
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  Figura 3. Resultados de Turbidez, comparados con el valor máximo establecido en la Resolución 2115 de 2007.
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  Figura 4. Resultados de hierro comparados con el valor máximo aceptable establecido en la Resolución 2115 de 2007


  Hierro

  Todas las muestras de agua analizadas se mantuvieron por debajo de 0.3 mg/L, los resultados se pueden observar en la figura 4.


  Alcalinidad y dureza

  La alcalinidad y dureza en las muestras analizadas estuvieron entre valores de 90 a 140 mg/L, manteniéndose por debajo del valor máximo permitido de 200 y 300 mg/L respectivamente, como se observa en las figuras 5 y 6.


  Aluminio y cloro residual libre

  En los análisis de Aluminio (Al+3), las muestras presentaron valores entre 0.15 y 0.16 mg/L encontrándose dentro del valor establecido en la norma oficial (Figura. 7). En cuanto al cloro residual libre como se observa en la figura 7 en el primer muestreo se encontraron valores de 0.47 y 1.10 mg/L en las muestras de agua de pozo y nacedero tratadas, son valores aceptables, mientras que en la muestra de agua de grifo se encontró un valor de 0.22 mg/L, el cual está por debajo del valor establecido (0.3 a 2.0 mg /L). En el segundo muestreo, solo la muestra de agua tratada proveniente del pozo estuvo dentro del rango aceptable con un valor de 0.7 mg/L, mientras que las demás se encontraron por debajo de 0.2 mg/L, Figura 8.


  Determinación del IRCA

  En la tabla 3 se encuentran los valores de IRCA por muestra e IRCA mensual, según lo indicado en la Resolución 2115 de 2007.
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  Figura 5. Resultados de Alcalinidad, comparados con el valor máximo aceptable establecido en la Resolución 2115 de 2007.
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  Figura 6. Resultados de dureza, comparados con el valor máximo aceptable establecido en la Resolución 2115 de 2007.
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  Figura 7. Resultados de Aluminio, comparados con el valor máximo aceptable establecido en la Resolución 2115 de 2007.
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  Figura 8. Resultados de Cloro residual libre, comparados con el valor máximo aceptable establecido en la Resolución 2115 de 2007.


  Tabla 3. IRCA por muestra e IRCA mensual.
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  Discusión


  Agua no potable

  La alcalinidad de las muestras de agua de pozo, presentaron valores elevados, esto se debe probablemente a que la composición del suelo es de areniscas de naturaleza carbonatada, según lo reportado en el plan de ordenamiento territorial del Municipio de Bojacá (1), por el contrario las muestras provenientes de la fuente de agua superficial (nacedero) mostraron valores inferiores con respecto a los de pozo, ya que esta fuente presenta un lecho rocoso compuesto de granito y otras rocas ígneas pobres en carbonatos (1).


  Para las muestras de agua de nacedero se reportan valores de pH de 7.5 y 7,6. Estos valores pueden afectar el proceso de desinfección, ya que como se indica en el Reglamento técnico del sector de Agua potable y Saneamiento básico RAS, el agua debe desinfectarse a un pH inferior a 7.5 pues valores superiores retardan las reacciones entre el cloro y el amoniaco, por esta razón es aconsejable mantener un pH entre 6 y 7 para lograr la eficiencia en el proceso de desinfección (8).


  Tanques de almacenamiento

  Aunque el Decreto 1575 de 2007 (9) indica que los tanques o reservorios de almacenamiento intradomiciliario no deben incluirse como punto de muestreo para el control y la vigilancia de la calidad de agua para consumo humano, en este estudio se analizaron con el propósito de establecer si las condiciones de almacenamiento permitían mantener las características fisicoquímicas y microbiológicas del agua. Es importante tener en cuenta que no obstante el tratamiento sea efectivo, la calidad del agua puede disminuir cuando los usuarios no realizan el lavado de los tanques de almacenamiento domiciliarios que, según lo indica el Decreto 1575 en el artículo N. 10, debe realizarse como mínimo cada seis meses, de lo contrario se presenta acumulación de materia orgánica e inorgánica, que aumenta la turbidez e incrementa del consumo de cloro residual, como se pudo determinar en este estudio, donde este parámetro se encontró considerablemente disminuido (10). Por otra parte, el hierro en el segundo muestreo, se encontró ligeramente aumentado con respecto al valor en las muestras de agua de las plantas de tratamiento.


  Estos resultados indican que hay cierta disminución de la calidad entre el agua que llega por la red y la que utiliza el usuario después del almacenamiento, resultados similares fueron presentados en un estudio realizado en la ciudad de Mérida, Yucatán, donde se observó que una vez que el agua llega a las casas, los sistemas de almacenamiento no mantienen la calidad con la que es distribuida (11). En los demás parámetros analizados los valores se mantuvieron estables, incluyendo los parámetros microbiológicos.


  Agua potable

  En las muestras de agua potable analizadas los parámetros de pH, turbidez, hierro, alcalinidad, dureza y aluminio se encontraron dentro de los valores aceptables según lo establece la Resolución2115 de 2007, por tanto se evidencia que la mayoría de los procesos de tratamiento, se realizaron de forma adecuada.


  La muestra de agua tomada de la salida de la planta de tratamiento del pozo en el segundo muestreo, presentó una ligera elevación del parámetro color, con respecto al valor establecido en la Resolución, se puede suponer que alguno de los procesos empleados para la remoción de color (aireación, coagulación, sedimentación), no fue totalmente eficiente en este caso, ya que la muestra de agua de pozo presentó el valor más elevado dentro de las muestras de agua cruda analizadas. El color natural del agua puede alterarse por causas como la descomposición de la materia, materia orgánica del suelo, la presencia de hierro, manganeso y otros compuestos metálicos, además de otros factores como el pH y la temperatura (12); por tanto es indispensable revisar que los procesos empleados para remover color sean efectivos en el agua sometida a tratamiento.


  Como se pudo observar en las muestras de agua tomadas de nacedero tratada primer muestreo y de grifo en los dos muestreos, los valores de cloro residual libre se encontraron por debajo del valor mínimo permisible (Figura 8), esta circunstancia evidencia que existen factores que están afectando los niveles de cloro residual libre como pueden ser la dosificación del cloro, un valor de pH superior a 7.5, la presencia de puntos muertos en las redes, la existencia de tuberías muy antiguas o averiadas, presencia de limo o biopelícula al interior de la tubería, que traen como consecuencia que el valor de cloro residual tienda a cero y exista la posibilidad de proliferación de microorganismos que puedan poner en riesgo la salud de los usuarios. Sin embargo, en este estudio no se pudo encontrar relación entre el bajo valor de cloro residual libre en las muestras de agua de grifo y la presencia de coliformes totales y E. coli.


  Debido a que el prestador está incumpliendo con el parámetro de Cloro residual, al realizar el cálculo para el índice de riesgo de la calidad del agua para consumo humano (IRCA) las muestras de agua de grifo domiciliario en ambos muestreos presentaron un nivel de riesgo medio, lo cual las clasifica como no aptas para el consumo humano; por consiguiente es indispensable que el prestador lleve a cabo acciones correctivas, ya que, el incumplimiento de un único parámetro puede conllevar al rechazo del agua destinada al consumo humano. Según los resultados obtenidos, las muestras de agua analizadas son aptas microbiológicamente para consumo humano según lo establece la Resolución 2115, ya que no se presentaron recuentos de coliformes totales ni E. coli.


  IRCA

  El índice de riesgo de la calidad del agua para consumo humano (IRCA), calculado para cada una de las muestras de agua del primer muestreo, clasificó las muestras de agua de nacedero tratada y pozo tratada (tanque de planta urbana) como agua sin riesgo, es decir, agua apta para consumo humano, mientras que la muestra de grifo obtuvo un puntaje que la clasifica dentro de un nivel de riesgo medio, debido a que el cloro residual libre se encontró por debajo del valor mínimo permitido, así mismo en el segundo muestreo, las muestras de agua de nacedero (tratada) y grifo, se encontraron dentro de un nivel de riesgo medio, por incumplimiento de este mismo parámetro, mientras que la muestra de pozo (tratada) se clasificó dentro de un nivel bajo, por incumplimiento en el parámetro de color; no obstante los demás parámetros en las muestras de agua analizadas se encontraron dentro de los valores establecidos en la Resolución 2115 de 2007.
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  Resumen


  El cultivo del café trae consigo la producción de grandes cantidades de residuos pos-cosecha, como la cereza. Este desecho causa problemas ambientales debido a que contamina fuentes hídricas y genera alteraciones en el ecosistema cuando no es tratado adecuadamente. Una alternativa a este problema es la utilización de la cereza para la producción de abono orgánico, reduciendo los costos de producción. Este estudio tiene como objetivo disminuir el tiempo de compostaje de la cereza del café utilizando 3 consorcios bacterianos de cepas aisladas de la cereza, a través de la bio-aumentación.


  En estos estudios se obtuvo compost que cumple con los parámetros exigidos por la NTC 5167 del 2004 y la resolución 00150 de enero de 2003 del ICA en 40 días.

  Se observaron diferencias significativas entre la biopila testigo en los parámetros fisicoquímicos y los obtenidos en la pruebas bajo tratamiento con los consorcios bacterianos en 40 días, pH (P= 0,00552), en cuanto a la relación C/N (P= 0,00197) demostrando una madurez a los 40 días del estudio, Potasio (P= 0,01213), Fosforo total (P= 0,09547), Hierro total (P= 0,04502), Nitrógeno orgánico (P= 0,00421) elementos de gran importancia que contribuyen al desarrollo radicular y crecimiento de las plantas.


  Palabras claves: cereza, contaminación, compostaje, bacterias nativas, bioaumentación.


  Abstract.


  Composting process optimization of post-harvest product (cherry) coffee with the implementation of native micoorganisms


  Coffee growing brings the production of large amounts of post-harvest residues such as cherry. This waste causes environmental problems due to contaminated water sources, and generates changes in in the ecosystem if not properly treated. An alternative to this problem is the use of the cherry for the production of compost, reducing production costs. This study aims to reduce composting time of the coffee cherry using 3 pools of bacterial strains isolated from cherry, through bio-augmentation.


  These studies obtained compost that meets the parameters required by the NTC 5167, 2004 and resolution 00 150 January 2003 the ICA in 40 days.Significant differences between biocell witness in the physicochemical parameters and those obtained in the tests under treatment with bacterial consortia in 40 days, pH (P = 0.00552), as to the C / N (P = 0, 00 197) showing a maturity of 40 days of the study, potassium (P = 0.01213), total phosphorus (P = 0.09547), total iron (P = 0.04502), organic nitrogen (P = 0.00421) very important elements that contribute to root development and plant growth.


  Keywords: cherry, pollution, composting, native bacteria, bioaugmentation.


  Introducción


  El hombre con su actividad económica industrial y/o agrícola genera una gran cantidad de residuos que con frecuencia ocasionan importantes problemas ambiéntales por su almacenamiento y tratamiento inadecuado.1 Una de las actividades agroindustriales que genera grandes volúmenes de residuos con mayor impacto negativo en Suramérica es la relacionada con el beneficio del café; en este continente se encuentran dos de los mayores productores de café a nivel mundial: Brasil y Colombia.


  De las cosechas de café resultan miles de toneladas de residuos, pulpa o cereza mucílago, así como de pergamino (cascarilla), los cuales tienen gran potencial contaminante. El manejo de la pulpa de café ha sido uno de los más difíciles siendo el desecho de mayor volumen, que se acumula por períodos largos y conlleva a la generación de malos olores, siendo un medio propicio para la reproducción de moscas y otras plagas responsables de múltiples enfermedades. Por esto, un uso práctico de estos subproductos es la elaboración de abono orgánico que aporta nutrición a los cafetales y suelos de los cultivos en las áreas rurales.2


  En el 2008, Colombia como primer exportador mundial de café suave, produjo un promedio de 12.524 de sacos de café, cada uno de 60 kg, lo que significó un volumen tanto solo del 20 % de parte utilizable, lo que produjo un total de 3.005 toneladas de pulpa del café correspondiente al 80 % de desechos, lo cual generó un problema ambiental y económico para los agricultores del grano. Por estas razones y con el fin de disminuir el efecto negativo del proceso biológico aeróbico de la pulpa del café, se ha empleado la técnica del compostaje mediante la cual, los microorganismos actúan sobre la materia biodegradable3. Este proceso tarda normalmente de 5 a 9 meses, tiempo en el cual se alcanza el grado de madurez al realizar la biotransformación, mineralización o degradación completa de la pulpa del café.


  La descomposición total de las moléculas orgánicas en dióxido de carbono, residuos inorgánicos inertes o minerales se incorporan de nuevo a la estructura del suelo para ser asimilados por los microorganismos y las plantas. El producto final de este proceso llamado compost, es rico en nutrientes como nitrógeno, fósforo y bacterias y puede ser aplicado nuevamente a los cultivos de café para la recuperación de suelos, lo que favorece el crecimiento vegetal y ayuda a convertir los suelos infértiles en fértiles. Sin embargo, este proceso puede resultar muy lento y costoso por la mano de obra para la mayoría de los cultivadores, por lo cual es necesario buscar formas de acelerar el proceso sin que desmejore la calidad del producto y que permita aumentar los beneficios finales como es la obtención de un sustrato orgánico de buena calidad al finalizar el tratamiento. 5


  Una de estas formas se basa en la aceleración del proceso utilizando microorganismos nativos de compostaje de residuos post cosecha del café (pulpa), aplicando la técnica de bioaumentación. Con la disminución del tiempo de compostaje, 150 días a 40 días, a partir de la pulpa del café utilizando microorganismos nativos propios para lograr una rápida aceleración del proceso, se logró obtener un compost con los niveles adecuados de los parámetros físico-químicos exigidos por la Norma Técnica Colombiana (NTC 5167-2004). 6 Este producto podrá ser utilizado en las cosechas de café para producir un café orgánico de gran calidad, con beneficios económicos, tanto para el productor como para el comprador. 7


  La producción de compost acelerado a partir de la pulpa del café contribuirá a la conservación y recuperación del ecosistema, pues en el proceso no se generan desechos como producto del tratamiento ya que los agentes contaminantes son realmente degradados, absorbidos o atrapados en los poros de éste, 8-9 su aplicación dará valor agregado a la agroindustria colombiana cuya actividad más importante es el cultivo del café. Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este trabajo fue acelerar el proceso de compostaje de residuos postcosecha del café (pulpa) mediante la inoculación de microorganismos nativos a fin de disminuir el tiempo de compostaje y obtener un compost de alta calidad que cumpliera con los parámetros exigidos por la por la Norma Técnica Colombiana 5167 del 2004.


  Materiales y métodos


  Se llevó a cabo un estudio experimental comparativo mediante una prueba de campo en un periodo de 40 días.


  área de estudio y muestra. El ensayo se realizó en la Subestación Experimental Santander de CENICAFé, localizada en el Km. 14 de la vía Bucaramanga – Cúcuta, donde se llevó a cabo el montaje de las pilas de la pulpa del café.


  Muestra: pilas conformadas por 150 kg de pulpa del café. Las muestras fueron procesadas y analizadas en los Laboratorios del programa de Bacteriología y Laboratorio Clínico de la Universidad de Santander (UDES) en la ciudad de Bucaramanga-Colombia. El plan de trabajo se realizó en dos fases.


  Primera fase

  Se prepararon medios de pre-enriquecimiento en medio basal de sales (NaCl 0.15g, (NH4)2SO4 0.3g, K2HPO4 0.37 g, KH2PO4 0.125 g, MgSO4.7H2O 0.075g, KNO3 0.3g) al que se le adicionaron 100 gr de la muestra en estudio. Posteriormente, se agitaron en forma continua (120 r.p.m) durante 12 días. A partir del séptimo día se realizaron siembras por agotamiento en Agar MacConkey, Agar Tripticasa de Soya, Agar Malta, para lograr el aislamiento de bacterias y hongos, para luego ser utilizados en el proceso de aceleración del compostaje. Se realizó coloración de Gram, Oxidasa y series bioquímicas para la identificación de los microorganismos aislados.


  Se mantuvieron las cepas en caldo Brain-Heart Infusion (BHI), para luego efectuar pruebas de competitividad y compatibilidad entre los diferentes microorganismos aislados. Brevemente, fueron realizadas siembras en agar modificado con diferentes grupos de microorganismos en forma masiva hasta la mitad de la caja con una cepa A e incubada a 37ºC por 24 horas; luego en la mitad no sembrada se realizó una estría perpendicular con otra cepa B y se incubó en las mismas condiciones. Con los resultados obtenidos se determinaron los microorganismos compatibles y se conformaron los consorcios para ser aplicados durante el proceso de compostaje. Finalmente, se prepararon caldos modificados mediante fermentación discontinua a partir de un volumen de 100 mL, los cuales se transfirieron a un volumen de 500 mL y luego a 3000 mL hasta obtener una concentración final de 10 8ufc/mL. (10)


  Segunda fase

  Montaje de las pruebas de campo. Se realizaron los montajes de 5 pilas de compostaje con un volumen de 175 Kg. 4 pilas fueron inoculadas conmicroorganismos y una no (control negativo-sin inóculo). Se aplicaron los pooles bacterianos en los días 1, 10, 20 y 30; adicionalmente se realizó volteó en cada uno de estos días, monitoreo de los parámetros físico-químicos (pH, temperatura y humedad) y microbiológicos (recuento de microorganismos viables) fueron realizados durante el ensayo. El día 40, se tomó muestra de cada una de las biopilas para los análisis físico-químicos: Nitrógeno (Semi-micro Kjeldah)l; Fósforo (colorimétrico-Molibdobanadato de Amonio); Potasio, Calcio, Magnesio, Hierro, Manganeso, Zinc y Cobre (Espectrofotometría de absorción atómica); Boro (colorimétrico-Azometina H), pH (potenciométrico); humedad (secado a 105°C) realizados en los laboratorios de Control de CENICAFE en Chinchiná-Caldas (Colombia) y microbiológicos: recuento de microorganismos viables; calidad sanitaria -recuento de Coliformes totales y Escherichia coli y Salmonella spp. del producto obtenido (10-12).


  Tabla 1. Variable comportamiento microbiano.
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  Determinación de microorganismos patógenos y calidad sanitaria

  Número Más Probable (NMP). El número más probable (NMP) se determinó mediante un método rápido y específico en el caldo Fluorocult LMX, que reduce el número de falsos positivos.


  Determinación de Salmonella spp. Se realizó pre-enriquecimiento no selectivo con 11 gr. de cada muestra adicionados a 99 ml de agua peptonada e incubados a 37ºC por 24 horas. Posteriormente, se adicionó 1 ml de la dilución anterior a 9 ml de caldo Rappaport que fue incubado en un baño serológico a 43ºC. Por último, una asada se sembró en medio Rambach y se incubó por 24 horas. A las colonias compatibles les debe realizar pruebas bioquímicas con el sistema BBL-Cristal NF.


  El recuento de microorganismos viables se realizó por el método de profundidad en placa, mediante diluciones de la muestra de 101 a 107 en agua peptonada al 0.1% y siembras de 1 ml en agar recuento, que luego fueron incubadas a 37° por 24 horas. Se analizaron las variables pH, humedad y comportamiento mediante un modelo de regresión lineal mixto para un diseño de bloques completos al azar, donde el efecto de bloque es dado por el tiempo y se considera aleatorio. El tratamiento experimental fue evaluar el tipo de biopila, que es considerado un efecto fijo. Se realizaron múltiples comparaciones entre todos los tratamientos ajustando los valores P por el método de Tukey y Kramer. 11-12


  Resultados


  Se aislaron e identificaron microorganismos nativos de la pulpa del café involucrados en el proceso de biodegradación tales como Pseudomonas spp, Citrobacter koseri, Bacillus spp., Escherichia coli, Stenotrophomona maltophilia, Cromobacterium spp, Klebsiella oxytoca. En la Tabla 1 se presentan los resultados de evaluación de los parámetros de comportamiento microbiano y en la Tabla 2 los parámetros físico-químicos en 4 biopilas. El producto final, Tabla 3, se obtuvo con buen contenido de carbono orgánico oxidable y por ello es una buena fuente de materia orgánica, como lo demostró la relación C/N en la pila 1 con 9,6 %, en la pila 2 con 10,0 % y en la pila 3 con 9,5 %. Al comparar estos resultados con los de la referencia (< 20%), las pilas aseguran estabilidad y madurez en menor tiempo.


  El modelo permitió hacer múltiples comparaciones ajustando los valores P, Tabla 1. Basados en este modelo se observaron diferencias significativas en el logaritmo del comportamiento microbiano entre las biopilas y la biopila testigo al final del periodo experimental de 40 días.


  Tabla 2. Resultados de la evaluación de los parámetros químico-físicos en cuatro biopilas.
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  Resaltamos diferencias significativas en las características fisicoquímicas y parámetros de importancia exigidos por la norma técnica colombiana como son en pH (P= 0,00552), en cuanto a la relación C/N (P= 0,00197) demostrando una madurez a los 40 días del estudio, Potasio (P= 0,01213), Fosforo total (P= 0,09547), Hierro total (P= 0,04502), Nitrógeno orgánico (P= 0,00421) elementos de gran importancia que contribuyen al desarrollo radicular y crecimiento de las plantas.


  La investigación permitió demostrar experimentalmente que es posible acelerar el proceso de compostaje utilizando microorganismos nativos de la pulpa del café y disminuir a 40 días el tiempo requerido para obtener un sustrato orgánico de buena calidad al finalizar el tratamiento, ajustado a la Norma técnica colombiana NTC 5167- 2003, que regula los materiales orgánicos usados como fertilizantes y acondicionadores de suelos en Colombia.


  La eficiencia lograda fue de 32,0 % en la pila 1, 35.9 % en la pila 2, 38,6 % en la pila 3 con unos pesos de producto final entre 32 y 38,6 Kg, mientras que por el proceso de compostaje natural con lombricultura se obtienen eficiencias entre 8,0 % y 10,0 %. De la misma manera, se logró un abono orgánico con la calidad sanitaria exigida por la Resolución 00150 de Enero de 2003 que consta de coliformes totales, coliformes fecales, aerobios mesófilos y Salmonella. El análisis estadístico de los resultados mostró diferencias significativas con el uso de consorcios a partir de microrganismos nativos, por lo que se propone seguir trabajando con el consorcio No. 1 Pseudomonas spp.- Stenotrophomona maltophilia y el consorcio No. 3 Citrobacter koseri y Pseudomonas aeruginosa, en los cuales se observaron los mejores resultados.


  Finalmente, a partir de los residuos de la pulpa del café se obtuvo un compost en 40 días que cumple con los parámetros exigidos por la norma técnica Colombiana (NTC 5167, 2004) para ser utilizado como abono orgánico en el cultivo del café, lo que podría contribuir a la conservación y recuperación del ecosistema en las zonas cafeteras del país. Se observaron diferencias significativas entre la biopila testigo en los parámetros fisicoquímicos y los obtenidos en la pruebas bajo tratamiento con los consorcios bacterianos en 40 días, pH (P= 0,00552), en cuanto a la relación C/N (P= 0,00197) demostrando una madurez a los 40 días del estudio, Potasio (P= 0,01213), Fosforo total (P= 0,09547), Hierro total (P= 0,04502), Nitrógeno orgánico (P= 0,00421) elementos de gran importancia que contribuyen al desarrollo radicular y crecimiento de las plantas.
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  Resumen


  El agua es empleada para satisfacer las necesidades básicas, pero a causa de su contaminación ocasiona un deterioro de la calidad de vida de la población. Por esto se han empleado indicadores de contaminación microbiológica, para verificar su calidad y evitar la propagación de enfermedades. El objetivo del presente proyecto es la determinación de la calidad bacteriológica (coliformes totales y Escherichia coli) del agua usada para el consumo de los habitantes de las veredas Nápoles, Ponchos y Sebastopol de San Antonio de Tequendama y así determinar si es apta para su consumo. La metodología incluyó la toma de muestra de cinco puntos de la red de distribución, una vez por mes durante tres meses, procesamiento de las muestras por el método filtración por membrana para determinar la cantidad de UFC/100mL de coliformes totales y E.coli.


  Los resultados muestran que el agua en estudio no es apta para consumo humano debido a que en los distintos puntos y meses de muestreo se encontró presencia de coliformes totales en un 100% y E. coli en un 86.6%, lo cual señala que estos indicadores se encuentran en una proporción mayor a lo establecido según la normatividad. Algunos de los microorganismos identificados son Citrobacter sp, Enterobacter sp, Klebsiella sp, Escherichia coli y otros como Hafnia sp., Arizona sp. y Serratia sp, que igualmente causan enfermedades. Se desarrolló un mapa de riesgo para conocer las causas de contaminación en la red de distribución, además se realizó una retroalimentación a la comunidad sobre la contaminación hídrica.


  Palabras clave: calidad bacteriológica, método de filtración por membrana, coliformes totales, escherichia coli, indicador, mapa de riesgo, red de distribución.


  Abstract


  Bacteriological control of water distribution network “of sidewalks aqueduct Naples, Ponchos and Sevastopol” in San Antonio de Tequendama


  Water is used to satisfy basic needs, the quality of life of the population get a damage due to the pollution. It has used indicators of microbiological contamination, to ensure its quality and prevent the spread of disease. The aim of this project is to determine the bacteriological (total coliform and Escherichia coli) of water used for consumption in residents of the village Naples, Ponchos and Sevastopol Tequendama San Antonio to determine if it is unfit for human consumption . The methodology included a sample of five points of the distribution network, once a month for three months, processing samples by the membrane filtration method to determine the amount of UFC/100mL of total coliforms and E. coli.


  The results show that the water study is not fit for human consumption because in different months of sampling points were found the presence of total coliform and E. 100% coli in 86.6%, which suggests that these indicators are in a higher rate as established by the regulations. Some of the microorganisms identified are Citrobacter sp, Enterobacter sp, Klebsiella sp, Escherichia coli and the others as Hafnia sp., Arizona sp. and Serratia sp, which also cause disease. It developed a risk map for understanding the causes of contamination in the distribution network also was done a feedback with the community about water pollution.


  Keywords: bacteriological quality, membrane filtration method, total coliforms, escherichia coli, indicator, hazard map, distribution network.


  Introducción


  La utilización de aguas contaminadas para el consumo humano puede generar un grave problema de Salud Pública. En Colombia, según la Defensoría del pueblo cerca de 16 millones de personas, habitantes del 80 por ciento de los 1.100 municipios del país, no reciben agua potable en sus viviendas (1). Como consecuencia de lo anterior, según cifras del DANE, dos niños mueren cada 24 horas por diarrea, dolencia que está generalmente asociada al consumo de agua contaminada (1). Este problema no solo se presenta en Colombia sino a nivel mundial, según la CEPIS (2).


  El Municipio de San Antonio del Tequendama, ubicado en el departamento de Cundinamarca, tiene una población de 12.374 habitantes y la mayoría se ubican en las 24 veredas de la zona rural, esta zona carece de agua potable, alcantarillado y control adecuado de los residuos producidos por el hombre y los animales, principalmente en la cría de cerdos, actividad que desarrolla el 81.6% de la población económicamente activa, así mismo se presenta un mal manejo de aguas residuales principalmente domésticas, agrícolas y por actividades de porcicultura, que contamina las aguas superficiales utilizadas para el consumo y riego agrícola. Este es uno de los principales problemas que presenta el municipio de San Antonio del Tequendama (3).


  A causa de esta contaminación, aparecen y proliferan microorganismos patógenos en el agua, los cuales pueden ocasionar enfermedades a los individuos que la consumen; es importante resaltar que el 63% de las causas de consulta en el Hospital de San Antonio es el parasitismo intestinal y la Enfermedad Diarreica aguda EDA, que puede ser debido al mal manejo del agua y al inadecuado control de los acueductos o nacimientos de quebradas en el municipio (3). De esta manera, se debe tener en cuenta que estas aguas podrían estar contaminadas y alteradas por aguas residuales, basuras y el uso inapropiado de los terrenos aledaños.


  Sin embargo, el agua no potable es utilizada por la mayoría de la población rural de San Antonio del Tequendama que consta de 11.526 personas. Por el contrario, la zona urbana tiene el servicio de agua potable que es prestado por la Administración Municipal a través de la oficina de Servicios Públicos, beneficiando a 848 habitantes de 12.374 que corresponde a la población total (3). Lo anterior puede incidir en un aumento de enfermedades en la población rural a causa del consumo del agua, afectando principalmente a los niños y los adultos mayores que corresponden al 31% y 23% de los habitantes (3).


  Teniendo en cuenta el problema del agua para el consumo de los habitantes de San Antonio de

  Tequendama, el presente estudio pretende conocer la calidad bacteriológica del agua de una de las redes de distribución encargadas de distribuirla, para determinar si es apta para su uso. La red de distribución en estudio se conoce como “Acueducto de las veredas Nápoles, Poncho y Sebastopol” que distribuye el agua a las veredas del mismo nombre y los sectores de San Isidro y Sebastopol. Estas son abastecidas por la fuente hídrica quebrada la Zunia, que presenta focos de contaminación, ya que la mayoría de habitantes aledaños a la quebrada realizan actividades económicas como ganadería, porcicultura, avicultura, floricultura y agricultura (3).


  Materiales y métodos


  área de estudio

  El municipio de San Antonio del Tequendama se encuentra ubicado en la Región Centro Oriental del Departamento de Cundinamarca, esta dividido en la cabecera municipal ó área urbana del municipio, que comprende la cabecera de San Antonio, las inspecciones de Santandercito, y parte de Pradilla, la cual cuenta con agua potable, mientras tanto el área rural que se encuentra dividida en 24 veredas, presenta la mayor parte de la población total del municipio y no cuenta con agua potable por lo tanto constituye un grave problema de salud eliminación de aguas grises y negras, permitiendo la contaminación de la fuente hídrica como lo es la quebrada Zunia (3).


  Estaciones de muestreo

  Se tomaron en total 15 muestras de agua, estas fueron recolectadas durante los meses de Mayo,

  Junio y Julio en 5 puntos de la red de distribución para observar la variabilidad microbiológica y la verificación de los resultados obtenidos, los puntos de muestreo son: primera cámara de aquietamiento, tubería de salida 2º tanque almacenamiento, universal de tubería, segunda cámara de aquietamiento y tercera cámara de aquietamiento.


  Toma de muestras

  La obtención de las muestras se realizó teniendo en cuenta la Resolución 811 de 2008 y la Resolución 2115 de 2007 que especifican que para el muestreo de aguas para consumo humano se puede tomar de las redes distribución una cantidad de 100ml de agua para el recuento de indicadores microbiológicos utilizando el método de filtración por membrana y a su vez es necesario tener en cuenta la densidad poblacional para determinar el número de muestras, por ese motivo la cantidad de muestras recolectadas fueron cinco ya que por ser menor de 2500 habitantes se debe tomar mínimo una muestra por mes (4).


  Procesamiento de las muestras

  La metodología empleada para el análisis de los grupos de microorganismos coliformes fue la recomendada por la Resolución 2115 de 2007 (4). La técnica utilizada para el análisis bacteriológico del agua fue la filtración por membrana. Los medios utilizados para el recuento en UFC/100 mL de las bacterias indicadoras de contaminación de aguas son: bacterias coliformes totales agar endo y Escherichia coli agar M-FC. La identificación de los microorganismos aislados se realizó mediante pruebas bioquímicas Agar Lisina Hierro (LIA), Agar Hierro triple azúcar (TSI), Agar Motilidad-Indol-Ornitina (MIO) y UREA y pruebas bioquímicas rápidas Cristal BBL, para Enterobacterias.


  Determinación del índice de riesgo de la calidad del agua para consumo humano – IRCA

  Por medio de la identificación de las características bacteriológicas se puede establecer el grado de ocurrencia de enfermedades relacionadas con el no cumplimiento de lo estipulado en el marco normativo vigente en aguas para consumo humano.


  Mapa de riesgo

  Mediante el recorrido de las zonas aledañas a la quebrada Zunia se identificaron los principales puntos críticos de contaminación que puedan ser causas subsecuentes del deterioro de la calidad del agua usada para consumo humano, establecido en el Decreto 1575 de 2007 y la Resolución 2115 de 2007.


  Resultados


  Coliformes Totales

  El conteo de coliformes totales a nivel general sobrepaso el límite de calidad establecido en la

  Resolución 2115/2007, se evidenció un mayor conteo de colonias en los meses de Abril y Junio en la mayoría de los puntos, pero los más significativos fueron el punto 3 que corresponde a la Universal de Tubería que es el mayor en los dos meses ya señalados, consecutivamente en el mes de Abril fue el punto 2 (Tubería de Salida 2º Tanque Almacenamiento) y el mes de Junio fue el 4 (Cámara de Aquietamiento 2), pero en general se puede destacar que la diferencia de UFC en cada punto no fue muy alejados entre si. Además se puede observar que en el mes de mayo se presentó un aumento significativo en el punto 2 (Tubería de Salida 2º Tanque Almacenamiento) a comparación de los otros puntos, Tabla 1, Figura 1.


  Escherichia coli

  Los resultados obtenidos muestran la presencia de E. coli en la mayoría de los puntos durante los meses de estudio, señalando que el mes con un mayor recuento fue Mayo principalmente en los puntos en orden ascendente 2, 1 y 4. El mes de Abril es el segundo periodo que presenta un mayor recuento y los puntos más significativos fueron 3, 2 y 4, además se observó que el recuento de este mes esta alejado del que se obtuvo en el mes de Mayo, Tabla 2, Figura 2. El mes de Junio presento un menor recuento en todos los puntos de estudio, al contrario de los meses anteriormente descritos.


  Tabla 1. Recuento en UFC/100mL de coliformes totales.
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  Figura 1. Recuento de UFC/100 mL de Coliformes totales.


  Tabla 2. Recuento en UFC/100mL de E. coli.
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  Figura 2. Recuento de UFC/100 mL de E.coli


  Evaluación del índice de riesgo de la calidad del agua para consumo humano – IRCA

  Los resultados obtenidos a través de los cálculos del índice de riesgo de calidad del agua para consumo humano por muestra y por mes, tuvieron como resultado un puntaje de cien puntos (100) que corresponde al riesgo mas alto ya que el agua analizada no cumple con las condiciones aceptables para considerarse apta para el consumo humano según lo estipulado en la Resolución 2115 de 2007 por esta razón se considera Inviable Sanitariamente. (Tabla 3).


  Identificación de coliformes Totales y E.coli

  En la identificación de indicadores bacteriológicos se encontró la presencia de todos los géneros correspondientes al grupo coliforme como lo es Klebsiella sp, Citrobacter sp, Enterobacter sp y principalmente el indicador E. coli, el cual se identificó en todos los puntos de muestreo, así mismo se obtuvo la presencia de Serratia sp. en los Puntos 2,3 y 4, Arizona sp. en los Puntos 3 y 4, y Hafnia sp.en el punto 5.


  Tabla 3. Clasificación del nivel de riesgo en salud según el IRCA por muestra y el IRCA mensual y acciones a adelantarse, Artículo 15. Decreto 2115 de 2007.
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  Mapa de riesgo

  Durante la realización del mapa de riesgos se observó la carencia de canalización de aguas grises y aguas negras permitiendo su fácil llegada a la quebrada Zunia, así mismo la eliminación de basuras orgánicas como inorgánicas cerca de la fuente hídrica. Además se observó la presencia de gran actividad ganadera principalmente avícola y agrícola, todo esto se convierte en un factor incidente en la contaminación del agua para consumo humano, Tabla 4. También se hallaron fallas en la tubería de conducción y aducción como perforaciones, fugas y tramos con material galvanizado. En los tanques de almacenamiento y aquietamiento se observó insuficiente limpieza y desinfección, no poseen una malla de protección ni una válvula de purga y sus tapas no se encuentran selladas.


  Tabla 4. Resultados de las encuestas realizadas a la población.


  [image: ]


  



  Discusión


  Cuando se utiliza como medio de eliminación de excretas y otros desechos orgánicos, el agua es una fuente de transmisión de numerosos microorganismos, entre los que prevalecen los de origen intestinal. Los agentes patógenos transmitidos por el agua constituyen un problema mundial que demanda un urgente control implementando medidas de protección ambiental a fin de evitar el aumento de las enfermedades relacionadas con la calidad del agua tanto en humanos como en animales. (2)


  Según la normatividad colombiana por medio de la Resolución 2115 de 2007 (4) se estipula el valor de referencia en cuanto a los indicadores microbiológicos como son el recuento de coliformes totales y E.coli, los cuales deben ser de 0 UFC/100mL en agua para consumo humano utilizando el método de filtración por membrana, por lo tanto el agua del acueducto “Asociación de usuarios del acueducto de las veredas Nápoles, Poncho y Sebastopol” presentó resultados mayores a lo permitido, lo que indica que el recurso hídrico no es apto para su consumo.


  De acuerdo a los puntos y meses analizados en el estudio se puede determinar que el recuento de coliformes totales a nivel general fue mayor a lo permitido por la Resolución mencionada, aunque se evidenció un mayor conteo de colonias en los meses de Abril y Junio, donde el punto 3 “Universal de Tubería” es el mayor en los dos meses, seguidamente el punto 2 (Tubería de Salida 2º Tanque Almacenamiento) en el mes de Abril presenta el segundo recuento más alto y punto 2 (Tubería de Salida 2º Tanque Almacenamiento) en comparación con los otros puntos. En el caso de E. coli se halló en la mayoría de los puntos durante los meses del estudio, con un mayor recuento en Mayo en los puntos 2 (Tubería de Salida 2º Tanque Almacenamiento) ,1 (Cámara de Aquietamiento 1) y 4 (Cámara de Aquietamiento

  2).


  El mes de Abril corresponde al segundo periodo que presenta un recuento superior al de Junio, los puntos más relevantes en el mes fueron el 3,2 y 4. Los resultados obtenidos de los puntos y meses de muestreo se pueden comparar con lo reportado en el estudio “Contaminación microbiológica en aguas de pozo. Partido Gral, Pueyrredon. Provincia de Buenos Aires. Argentina” su objetivo fue determinar el grado de contaminación microbiológica en aguas para consumo humano no potables en diferentes barrios buscando así la presencia de coliformes totales, E.coli entre otros microorganismos patógenos. Los puntos de muestreo fueron los grifos y bombas inmediatas a la fuente de agua estos presentaban E. coli en diferentes porcentajes en todos los barrios y la contaminación por coliformes totales superó el 92.9% en todos los barrios en estudio. (5)


  Se realizó un análisis de reconocimiento de factores y puntos de contaminación “mapa de riesgo” que pueden afectar la red de distribución, como resultado se pudo determinar que las posibles causas de contaminación en los diferentes puntos pueden ser: 1) perforaciones, que aumentan el posible ingreso de microorganismos externos del medio ambiente, 2) componentes de desecho, 3) material orgánico o partículas extrañas. Otro factor es el material inadecuado presente en algunos tramos de la tubería como es el galvanizado la inadecuada infraestructura, la falta de lavado o desinfección, proliferación de algas que puede afectar la calidad del agua, ausencia de malla de protección y estancamiento del agua. Igualmente, las cámaras de aquietamiento presentan factores de contaminación como: la carencia de malla de protección, la insuficiente limpieza o desinfección, la acumulación de algas y las tapas no selladas permitiendo evacuar agua de la válvula con recipientes no adecuados.


  A causa de todas las fallas y factores que presenta la red de distribución, se puede establecer que esta tiene falencias tanto en su mantenimiento, infraestructura y malas reparaciones del sistema, esto se puede relacionar con el estudio “Microorganismos indicadores de la calidad de agua de consumo humano en Lima Metropolitana” que describe que el agua para consumo humano que entra a un sistema de distribución puede contaminarse por rotura de las tuberías del sistema de distribución, reservorios defectuosos, construcción de nuevas tuberías o reparaciones realizadas sin las mínimas medidas de seguridad.


  Así mismo, defectos en las estructuras de pozos, depósitos, ausencia o irregular mantenimiento de dichas instalaciones, de igual manera factores secundarios que permiten el crecimiento de microorganismos en el agua dentro de los sistemas de distribución y almacenamiento como: cantidad y tipo de nutrientes, pH, oxigeno, temperatura y material de las tuberías; todo estos factores permiten el crecimiento de organismos bacterianos patógenos (6).


  Durante el desarrollo del mapa de riesgos en la cuenca hidrográfica la Zunia se encontraron otros focos de contaminación causados por la población aledaña a esta fuente como son: 1) la eliminación de aguas residuales mencionados en el documento “Aspectos biológicos de la calidad del agua”. (7) Otro posible factor de contaminación es la presencia de pozos sépticos cercanos a la fuente, ya que estos no han tenido nunca una limpieza o eliminación de cieno que por su acumulación durante demasiado tiempo, no ocurre ninguna separación de materia sólida de las aguas negras y pasan directamente al suelo corriendo el riesgo que sean arrastradas por aguas de lluvia hasta la quebrada.


  En este estudio además de realizar el recuento en UFC/100mL de los indicadores de calidad bacteriológica en agua se realizó la identificación de algunos microorganismos como Escherichia coli que se aisló en todos los meses y puntos en estudio, de igual forma se aisló Citrobacter sp., Klebsiella sp. y Enterobacter sp., Además se obtuvieron otros microorganismos de la familia Enterobacteriacea como Serratia sp., en los puntos 2,3 y 4, Arizona sp. en 3 y 4, Hafnia sp. se encontró solamente en el punto 5. Estos mismos microorganismos han sido aislados de otras fuentes de agua en diferentes países (8, 9, 10,11, 12).

  En general, la presencia de los microorganismos anteriormente mencionados es importante ya que estos tienen la capacidad de producir enfermedades.


  En el caso de E. coli produce enfermedad diarreica aguda, infecciones urinarias, gastroenteritis, infecciones en la piel, infecciones de las vías biliares, peritonitis, neumonía, meningitis neonatal, abscesos hepáticos, bacteriemia, colitis hemorrágica (13) y síndrome urémico hemolítico (SUH) (14). Klebsiella sp. causa neumonía, peritonitis, infección de vías biliares, infecciones urinarias, infecciones otorrinolaringologicas (ORL) y rinoescleroma. Citrobacter sp. genera infecciones de vías urinarias, abscesos cerebrales, endocarditis, bacteriemia y meningitis. Enterobacter sp. produce infecciones urinarias y enfermedades pulmonares. Serratia sp. origina infecciones de vías urinarias, neumonía, infecciones ostearticulares y endocarditis. Hafnia sp. ocasiona infecciones urinarias y neumonía (15).


  Teniendo en cuenta la epidemiología 2007 del municipio de San Antonio de Tequendama son prevalentes las enfermedades diarreicas agudas, esto puede estar debido a la presencia evidente del indicador E. coli que por sus características puede causar enfermedades que ponen en riesgo la vida de la población. (2)


  Por otro lado, la contaminación del agua por indicadores bacteriológicos no solamente afecta a la comunidad que la consume sino que también perjudica al sector agrícola que corresponde al 41,7% de la población económicamente activa del Municipio de San Antonio de Tequendama, (2) esto se puede relacionar con los resultados obtenidos en otros estudios (16, 17) donde se analizaron diferentes clases de hortalizas que fueron regadas con agua no potable encontrándose que estaban asociados a la presencia de coliformes indicando una contaminación por materia fecal, por esta razón una recomendación general que se da es la utilización de procesos de desinfección y precaución en la manipulación de hortalizas para evitar así las enfermedades que se puedan desencadenar por el riego de cultivos con agua para su riego, por esta razón una recomendación general que se da es la utilización de procesos de desinfección y precaución en la manipulación de hortalizas para evitar así las enfermedades que se puedan desencadenar por el riego de cultivos con agua contaminada.


  Finalmente se puede concluir que la presencia de los indicadores de contaminación representan un gran riesgo para la salud de los consumidores que pueden padecer de algunas enfermedades por causa del agua que no cumple con las especificaciones de la normatividad vigente y además existen distintas causas que afectan la calidad del agua y que en muchas ocasiones no se les da la importancia necesaria siendo determinantes para la presencia de diferentes microorganismos tanto patógenos como oportunista. Se aconseja a la comunidad utilizar medidas de prevención para el manejo correcto del agua para su consumo y eliminación de desechos. Realizar el mantenimiento, desinfección y limpieza de los tanques de almacenamiento y cámaras de aquietamiento, así como el cambio de las tuberías de material galvanizado y las que presentan perforaciones y fugas. Es importante que se realice la limpieza y mantenimiento de los pozos sépticos que se encuentran aledaños a la quebrada la Zunia.
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  Resumen


  La presencia de vertimientos líquidos con contenidos de colorantes ha generado deterioro en la calidad del agua de las fuentes que reciben esta descarga, desfavoreciendo sus características estéticas, organolépticas y la presencia de fauna íctica debido a las interferencias que provocan con el ingreso luz natural para que se dé la productividad primaria en estos ecosistemas, de esta forma se deterioran los eslabones en la cadena trófica y la pérdida de biodiversidad; es por ello, que es importante las iniciativas para disminuir la demanda de bienes y servicios ambientales, además, de los pasivos ambientales entorno a los vertimientos coloreados, de esta forma, mediante este estudio de degradación del colorante rojo Punzó se pretende dar solución e incrementar la capacidad técnica y científica entorno al tratamiento de efluentes con presencia de colorantes azoicos como es el caso del rojo Punzó. El presente trabajo determinó la biodegradabilidad anaerobia del colorante Rojo Punzó empleando recuentos microbianos.


  Palabras clave: Digestión anaerobia, ecología microbiana, colorantes azoicos, Rojo Punzó.


  Abstract


  Ponceau Red dye degradation by anaerobic sludge


  The presence of colored liquid effluents generated deterioration in the quality of watersources that receive disfavoring its aesthetic characteristics, sensory and presence of fish fauna due to interference with the entrance leading to natural light so that the primary productivity in these ecosystems, thus deteriorate the links in the food chain and loss of biodiversity is therefore, important initiatives to reduce the demand for environmental goods and services also environmental liabilities around the discharges colored in this way, through the study of degradation of the red dye Ponceau aims to address and improve the technical and scientific environment to the effluent treatment in the presence of azo dyessuch as Ponceau red. This study determined the anaerobic biodegradability of PonceauRed dye using microbial counts.


  Keywords: Anaerobic digestion, microbial ecology, azo dyes, Ponceau Red.


  Introducción


  Uno de los problemas ambientales más serios son los ocasionados por efluentes con color provenientes de procesos industriales, siendo los colorantes azóicos los más usados en la industria textil, alimentaria(1-6), papelera y de cosméticos entre otras; luego, son vertidos a los efluentes sin ningún tratamiento ocasionando consecuencias graves para el ambiente debido a que poseen una alta carga contaminante y son difíciles de degradar, además tienen efectos perjudiciales para la salud debido a sus propiedades carcinogénicas, alergénicas y mutagénicas(7, 8). El color puede ser removido por procesos fisicoquímicos (9,10) pero la consecuencia es agregar más contaminación al ambiente; también pueden ser degradados por procesos biológicos (11,12).


  Estos últimos tienen la ventaja de ser más amigables para el ambiente y más económicos comparados con los tratamientos físico-químicos (13) constituyéndose en una alternativa ecológica y económicamente viable para su degradación; dentro de estos procesos se encuentra la digestión anaerobia, este es un proceso microbiológico mediante el cual la materia orgánica se convierte a metano, dióxido de carbono e hidrógeno en ausencia de oxígeno y a causa de la acción combinada de diferentes poblaciones microbianas como las bacterias anaerobias facultativas y obligadas; las cuales utilizan en forma secuencial los productos metabólicos generados por cada grupo; la caracterización de la biomasa es importante por cuanto permite entender el funcionamiento del sistema por la calidad y cantidad de microorganismos presentes (14,15). Este proceso ha sido ampliamente estudiado en la degradación de colorantes (16-19).


  El desarrollo de diferentes sectores industriales en la actualidad ha dependido del empleo de productos y aditivos artificiales; entre los sectores industriales en los cuales se aplican estos de manera intensiva ha sido la industria de los alimentos la cual incorpora dichos productos en la formulación, procesamiento y producto terminado. De la gran cantidad de aditivos que existen, los colorantes comprenden una familia amplia que atrae la atención de los profesionales de la ciencia de los alimentos por las numerosas aplicaciones y generación de nuevos productos; por otro lado, se ha puesto atención debido a diferentes Afirmaciones, unas con fundamento y otras simples especulaciones, sobre sus efectos adversos en la salud de los consumidores (1, 2).


  El Rojo Punzó es uno de los colorantes artificiales más utilizados en la industria de alimentos1 para la elaboración de productos cárnicos, mermeladas, especias y frutas procesadas; y pertenece a la familia de los colorantes azoicos (2); dicho colorante le confiere a los alimentos y bebidas un tono rojo, por otro lado se emplea para obtener diferentes gamas de colores cálidos en las mezclas alimenticias para diferentes productos como golosinas, bebidas, carnes frías, entre otros productos.


  El colorante artificial rojo punzó 4R consiste fundamentalmente en 2-hidroxi-1-(-4-sulfonato-1- naftilazo)- Naftaleno -6,8-disulfonato trisódico, junto con cloruro sódico o sulfato sódico como principales componentes incoloros. éste se describe como sal sódica y el empleo de cualquier tipo de colorante se debe regular según las cantidades permitidas por la legislación, tal como rezan el Decreto 2106 de 1983 y la Resolución 10593 de 1985, los cuales establecen las normas para prevenir peligros para la salud de los consumidores, cuyas dosificaciones son el resultado de investigaciones, ya que estos productos no se consideran inocuos del todo (Madrid, 2000).


  De esta forma, se observa que este colorante es un producto sintético de un espectro amplio de utilización, en investigaciones recientes se ha tratado de generar productos sustitutos para dicho colorante buscando reducir el consumo de dicho producto, debido a que éste se ha ido desfavoreciendo por algunos posibles efectos segundarios en su consumo debido a que este tipo de colorante no se consideran inocuos totalmente (Revista épsilon, Sustitución), para lo cual se recomienda a los titulares de productos clasificados como alimentos o cualquier otro uso industrial que contengan Rojo Punzó deben reportar en la etiqueta del producto elaborado o terminado el contenido de dicho colorante (Resolución 10593/85); debido a que este puede provocar reacciones de tipo alérgico, asma, especialmente en pacientes alérgicos al ácido acetil salicílico, Ficha técnica.


  La implementación de programas de producción más limpia enmarcados en la disminución de vertimiento y efluentes contaminantes, y en especial la aplicación de tecnologías ambientalmente sostenibles (7) en los procesos industriales, reducen la demanda de bienes y servicios ambientales en nuestros ecosistemas, es por ello, que en la actualidad, se encuentra en desarrollo la aplicación de biotecnologías como los tratamientos anaerobios para disminuir las carga contaminantes en los efluentes de aguas industriales y/o domésticas.


  Por lo anterior, en el presente estudio se determinó la biodegradabilidad del colorante Rojo Punzó empleado comúnmente en la industria de alimentos mediante el empleo de la digestión anaerobia; además se controlaron y cuantificaron diferentes parámetros fisicoquímicos y microbiológicos que afectan el proceso anaerobio de degradación de contaminantes.
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  Figura 1. Montaje de reactores bath para la degradación anaerobia del colorante Rojo Punzó.


  Materiales y métodos


  Las pruebas de biodegradabilidad se llevaron a cabo por triplicado teniendo como unidad experimental reactores en bath (erlenmeyers de 250 ml), ver figuras 1 y 2, los cuales fueron inoculados con medio mineral, solución de macro y micronutrientes, lodo anaerobio proveniente de la planta de sacrificio de la empresa Friko S.A. ubicada en el municipio de Caldas, Antioquia; el lodo se sometió a un proceso de respiración endógena durante 6 días con el fin de consumir el substrato inicial que contenía la muestra de lodo, de esta forma se puso a punto el lodo y los reactores, para que las bacterias presentes empezaran a degradar el colorante, este último se adicionó en 3 concentraciones: 0, 500 y 1000 mg/L; una concentración equivalente a la DQO aplicada como resultado de ensayos preliminares realizando un barrido de concentraciones determinando la DQO según el método de reflujo cerrado propuesto en el Standard methods for the examination of water and wastewater, 2005. 21th, (20).


  La degradación del colorante Rojo Punzó se determinó cuantificando la concentración inicial y final de cada corrida experimental empleando espectrofotometría UV – Visible (1-6) en una longitud de onda de 505nm; por otro lado, la evaluación de la biomasa se realizó por medio de:


  Recuentos microbianos: Se realizaron recuentos en diferentes tiempos de bacterias anaerobias totales, bacterias aerobias y anaerobias facultativas, bacterias sulfatoreductoras, bacterias lipolíticas, lactobacilos, mohos y levaduras. Adicionalmente se controló y cuantificó:


  Parámetros fisicoquímicos: pH, temperatura, micro DQO, color, sólidos suspendidos volátiles y sedimentabilidad del lodo.


  Medición de la producción de metano: ésta se determinó por el método desplazamiento de volumen con NaOH, Figura 1. Además de los experimentos con el colorante, se realizaron los mismos ensayos en presencia de cosustrato utilizando almidón en un rango de 3 concentraciones: 0, 50 y 100 mg/L; y se comparó la producción de metano en presencia y ausencia de cosustrato y las dos concentraciones de colorante, para determinar si la presencia y concentración de cosustrato influyen en la degradación del colorante. Para dicho fin se analizaron estadísticamente los datos utilizando el análisis de varianza (ANOVA). Paralelo a los experimentos, se corrió un control al que no se adicionó colorante ni cosustrato y así determinar la degradabilidad y toxicidad relativa del colorante, Figura 2.


  Diseño experimental: Se empleó un diseño experimental factorial de tres niveles, teniendo en cuenta dos variables: concentración de colorante y concentración de cosustrato.


  Modelo del diseño estadístico

  Yijk = m + ai + bj + (ab)ij + eijk


  En donde,

  Yijk = Es la k-ésima observación del porcentaje de degradación del colorante Rojo Punzó, observado en los niveles i y j de los factores concentración de colorante y la concentración del cosustrato.

  m = Es el porcentaje medio de remoción o degradación del colorante Rojo Punzó en el modelo.

  a = Es el efecto del i-ésimo nivel del factor concentración del colorante Rojo Punzó; i = 0, 500 y 1000 mg/L.

  b = Es el efecto del j-ésimo nivel del factor concentración del co-sustrato; j = 0,50 y 100 mg/L.

  abij = Es el efecto de la interacción entre los niveles i y j de los factores concentración de colorante y la concentración del cosustrato.

  eijk = Es el k-ésimo término de error aleatorio.


  [image: ]Figura 2. Reactores Bath para la degradación anaerobia del colorante Rojo Punzó.


  Tabla 1. Condiciones de los experimentos para el colorante Rojo Punzó y el cosustrato almidón.
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  Tabla 2. Diseño experimental factorial de dos factores.
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  Tabla 3. Porcentaje de degradación de colorantes.
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  Figura 3. Degradación del Colorante Rojo Punzó mediante el recuento microbiano.


  Análisis de resultados. En la tabla 3 y la figura 3 se presentan los resultados obtenidos en la realización de las corridas experimentales para las diferentes combinaciones de colorante y cosustrato mediante el tratamiento de biodegradación anaerobia del colorante rojo Punzó empleando recuentos microbianos. Se observa en los resultados obtenidos para las diferentes combinaciones experimentales que poseen porcentajes de degradación superiores al 90% del colorante rojo Punzó; de esta forma se evidencia que dicho colorante es biodegradable por vía anaerobia en el lodo evaluado, el cual posee los tipos de microbios adecuados para la degradación de colorantes azoicos como es el caso del colorante rojo Punzó.


  Como se evidencia en la Figura 1, las combinaciones experimentales que contienen colorante muestran un elevado porcentaje de remoción de este, obteniéndose el mayor porcentaje de degradación para la combinación experimental 500 mg/L de rojo Punzó y 100 mg/L de cosustrato; por otro lado, observando la presencia y la generación de costos adicionales por el suministro y adición de reactivos como el cosustraro; se puede considerar que la combinación experimental más apropiada es 500 mg/L de rojo Punzó y 0 mg/L de cosustrato, la cual alcanzó un porcentaje de biodegradación del 93.28%; el cual es un porcentaje de remoción del colorante significativo. Adicionalmente, se aprecia que la presencia de cosustrato no obtuvo una respuesta positiva en el logro de la degradación del colorante rojo Punzó; por otro lado, se puede evidenciar que la presencia de cosustrato favorece la disminución de los resultados en la variable respuesta evaluada en el presente proyecto, es decir, en el porcentaje de biodegradación o remoción del colorante rojo Punzó; si se observan todas las combinaciones en las cuales interviene el cosustrato, se evidencia que los porcentajes de remoción relativamente similares.


  Sin embargo, cuando se incrementa la concentración del colorante, es decir para los ensayos realizados con 1000 mg/L de rojo Punzó; se presenta una reducción en la biodegradación del mismo; esto nos permite evidenciar que a concentraciones superiores del colorante se comporta como un compuesto persistente y recalcitrante que es difícil de degradar por vía anaerobia en el cual los microorganismos se apropian de los sustratos de mayor facilidad para su biodegradación, en este caso del almidón que se incorporó como cosustrato para potenciar la acción de la remoción del colorante rojo Punzó.


  De esta forma, se evidencia que el incremento en la concentración del colorante genero una disminución en la remoción del mismo provocando una reducción en la actividad biológica en la biodegradación del colorante rojo Punzó. Por otro lado, se realizó la medición de la generación de biogás en el tratamiento anaerobio de la biodegradación del colorante rojo Punzó, sin embargo, los datos obtenidos no fueron concluyentes debido a que el método empleado no arrojo datos confiables, por lo tanto, no se presentan en este texto debido a las dificultades inherentes a dicho proceso de medición; se presentaron desalojos parciales y/o totales por inconvenientes en la instalación de los dispositivos de desplazamiento de volumen, generando imprecisiones en las lecturas obtenidas en las diferentes corridas experimentales.


  Adicionalmente, a la cuantificación de los parámetros fisicoquímicos para determinar la biodegradación del colorante rojo Punzó se realizaron recuentos microbianos de los microorganismos más representativos en los procesos de degradación anaerobia. En la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos en la cuantificación inicial de la caracterización microbiológica del lodo empleado para la biodegradación del colorante rojo Punzó. Como se puede apreciar en dicha tabla, el lodo empleado posee un adecuado consorcio microbiano el cual se empleó para realizar los diferentes tratamientos experimentales con el fin de lograr la biodegradación del colorante azoico rojo Punzó.


  Tabla 4. Recuentos microbianos del lodo inicial.
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  Posterior a realizar los tratamientos experimentales con las diferentes combinaciones y corridas para la estudiar la biodegradación del colorante rojo Punzó se obtuvo los recuentos finales de los consorcios microbianos, los cuales se presentan en la Tabla 5, en donde se evidencia que se presentó un incremento en el número de microorganismos para los grupos evaluados durante el proceso de la biodegradación anaerobia del colorante en estudio; se evidencia que se generó una aclimatación y acondicionamiento del consorcio de microorganismos al sustrato a degradar, adicionalmente, se observa que se produjo un incremento en la población de microorganismos para los diferentes tipos como consecuencia de la generación de biomasa en los diferentes tratamientos experimentales.


  De acuerdo a los resultados consignados en la Tabla 5, se encuentra que los grupos de bacterias anaerobias obligadas y facultativas incrementaron su número, lo cual es relevante en los procesos de biodegradación anaerobia, debido a que estos grupos son importantes de acuerdo a la ecología microbiana que se debe presentar en los reactores anaerobios; debido a que las bacterias facultativas utilizan el oxígeno y disminuyen la presión de este creando un ambiente anaerobio que es necesario para el crecimiento de las bacterias anaerobias obligadas que se benefician del metabolismo de las facultativas; esta relación es llamada Comensalismo (21).


  Adicionalmente, en la Figura 4 se presentan los mayores recuentos de bacterias facultativas y anaerobias obligadas para el tratamiento 0 mg/L rojo Punzó y 100 mg/L de cosustrato; esto se entiende por cuanto un sustrato como el almidón es fácil de degradar comparado con un colorante azoico como el rojo Punzó debido a sus características persistentes y recalcitrantes, lo que requiere mayor trabajo de las bacterias para su biodegradación.


  Tabla 5. Recuentos microbianos del lodo después de los tratamientos de degradación del colorante Rojo Punzó.
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  Se empleó una análisis de varianza – ANOVA para observar el comportamiento estadístico de los datos experimentales; como se aprecia en la Tabla 6; de acuerdo a los valores arrojados de P (p < 0,05) se evidencia que para el factor concentración del colorante rojo Punzó se tiene una variación significativa en la variable respuesta, es decir en el porcentaje de biodegradación del colorante rojo punzó, por otro lado, se observa que para el factor del cosustrato – Almidón, no se presenta una variación significativa de los porcentajes de remoción del colorante. Por lo tanto, los resultados obtenidos del modelo estadístico empleado, sirven para explicar la biodegradación del colorante azoico rojo punzó de acuerdo a los factores definidos, teniendo mayor influencia el factor de la concentración del colorante comparado con la variable del cosustrato.


  Adicionalmente, se evidencia que la interacción doble entre los dos factores, concentración de colorante y concentración de cosustrato, no coadyuvan para lograr mejores remociones o resultados de la variable respuesta la cual es la biodegradación del colorante rojo Punzó.


  En la Figura 5 se observa el método utilizado para identificar las diferencias significativas de Fisher (LSD), en donde se tiene que para la interrelación entre la concentración del cosustrato, no se presentan diferencias significativas entre las medias obtenidas experimentalmente para 0, 50 y 100 mg/L de almidón. De igual forma en la Figura 6, se observa que para los intervalos de los niveles de la concentración del colorante rojo Punzó con un nivel de confianza del 95%, las variaciones de las medias entre 0 – 500mg/L y 0 – 1000mg/L de rojo Punzó, poseen diferencias significativas entre los niveles experimentales y la variable respuesta, es decir, la remoción o biodegradación del colorante rojo Punzó, mientras que para la variación entre 500 – 1000mg/L de rojo punzó no se presenta una variación significativa entre los dos niveles, presentándose una pequeña disminución en el porcentaje de biodegradación del colorante rojo Punzó a medida que se incrementa la concentración del colorante.
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  Figura 4. Ecología microbiana de la digestión anaerobia del colorante rojo punzó.
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  Figura 5. Medias e Intervalos de Confianza 95% LSD para el Cosustrato.
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  Figura 6. Medias e intervalos de confianza 95% LSD para el rojo punzó.


  Tabla 6. Análisis estadístico ANOVA de los datos experimentales.


  [image: ]


  



  Discusión


  Como se evidenció el colorante rojo Punzó es susceptible de ser biodegradado por medio de digestión anaerobia. En el presente trabajo se presentan porcentajes de remoción superiores al 90% de dicho colorante, por lo tanto, se concluye que los colorantes azoicos como el rojo punzó se pueden degradar por vía anaerobia.


  Por otra parte, se observa que la presencia del almidón como cosustrato no potenció ni favoreció la aclimatación y posterior biodegradación anaerobia del colorante rojo punzó mediante la ecología microbiana alcanzada en los reactores y en el proceso de tratamiento del colorante teniendo en cuenta los diferentes niveles y tratamientos experimentales evaluados en este estudio. Sin embargo, se observó un equilibrio en la ecología microbiana de los reactores, debido a que se presentaron bajas concentraciones de bacterias sulfatoreductoras; teniendo en cuenta que estas compiten con las bacterias metanogénicas por los sustratos comunes, disminuyendo la capacidad de generación de biogás como subproducto de la biodegradación anaerobia de contaminantes.


  Es de suma importancia el control de las variables fisicoquímicas y microbiológicas para el adecuado funcionamiento del sistema de biodegradación anaerobia con el fin de alcanzar mejores porcentajes de degradación y mineralización de los compuestos sometidos a este tipo de tratamiento, debido a que un control inadecuado de estas variables puede afectar negativamente los equilibrios en la ecología microbiana, desfavoreciendo las rutas metabólicas de la degradación anaerobia, presentándose acidificación del medio e inhibición de la producción de biogás.


  Se observa como los procesos de digestión anaerobia, son tecnologías apropiadas y ambientalmente sostenibles (22) para lograr la biodegradación de compuestos recalcitrantes y persistentes como es el caso del colorante azoico rojo Punzó, y de esta forma, alcanzar la disminución de los impactos negativos sobre nuestro entorno inmediato, contribuyendo a generar iniciativas de sostenibilidad ambiental para nuestra sociedad.
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  Resumen


  Acinetobacter baumanni causa frecuentemente infecciones intrahospitalarias y actualmente se ha relacionado con el desarrollo de infecciones severas adquiridas en la comunidad. La capacidad de colonizar diversos hábitats y la versatilidad en su metabolismo ha influido en el incremento del número de infecciones nosocomiales, siendo responsable del desarrollo de enfermedades como: sepsis, neumonías y meningitis. Estas infecciones aparecen en forma de brotes, dominados por clones epidémicos con multirresistencia a los antibióticos que causan altas tasas de morbilidad y mortalidad. Las Unidades de Cuidados Intensivos son las más afectadas por el uso masivo de antibióticos que ocasiona la aparición de cepas multirresistentes. Es importante estudiar los mecanismos de patogénesis y la resistencia a los antibióticos, como factores directos que determinan el problema de salud.


  Por otra parte, las islas de patogenecidad que corresponde a material genético exógeno que ha sido integrado al genoma de la bacteria, explicaría en gran medida el carácter patogénico de la bacteria. Estas transportan genes que confieren multirresistencia a los antibióticos y son responsables directos de llevar genes involucrados en mecanismos patogénicos como son: el sistema de captación de hierro, el sistema para la formación de biopelículas en superficies abióticas, el mecanismo de formación de la proteína de membrana externa 38 y los sistemas de secreción de proteínas tipo IV, que han sido demostrados como responsables directos de la patogénesis de diversos patógenos. En este artículo se revisa la situación actual de la incidencia de las infecciones nosocomiales causadas por A. baumannii multirresistente a los antibióticos, los principales mecanismos de resistencia a fármacos y la asociación de ésta con los mecanismos de patogenicidad. El conocimiento de los elementos involucrados en la patogénesis de A. baumannii permitirá establecer los mecanismos que lleven a controlar su diseminación.


  Palabras clave: Acinetobacter baumannii, epidemiologia molecular, islas de patogenicidad, resistencia a los antibióticos, sistema de secreción tipo IV.


  Abstract


  Acinetobacter baumannii is often isolated in nosocomial infections, currently it is been related with severe community-acquired infections. The ability to colonize diverse habitats as well as its versatile metabolism make A. baumanni a troublesome pathogen. In the last years there is been an increase of nosocomial infections due to A. baumannii, such as sepsis, pneumonia and meningitis. This infections appears as outbreaks, dominated by multidrug-resistance epidemics clones generating an increase in morbidity and mortality rates. Most affected wards are Intensive Care Units, where massive antibiotics use might select new multidrug-resistant strains. Due A. baumannii has emerged as serious problem in Europe, United States and Latin America including Colombia, to find out the pathogenesis mechanisms and antibiotics resistance as factors that contribute to this health problem is necessary.


  Both, the acquisition of virulence factors and antibiotics resistance determinants explain the pathogenic capacity of this bacteria; particulary the presence of pathogenicity Islands (PAIs) , which contain genes that confer multidrug-resistant and are directly responsible to carry genes involve in pathogenic mechanism as: iron upatke system, biofilm formation on abiotic surfaces, Outer membrane protein 38 production (OMP 38) and the Type Four Secretion System, which has been decribed as responsible for the pathogenesis of this microorganism. This paper reviews the current situation of the nosocomials infections caused by A. baumannii, the main mechanisms of drugs resistance and their association with pathogenicity. Understanding of the elements involved in the pathogenesis of A. baumannii will enable to establish mechanisms to control its dissemination.


  Keywords: Acinetobacter baumannii, molecular epidemiology, pathogenicity islands, resistance to drugs, type four secretion system.


  Introducción


  Las especies del genero Acinetobacter se encuentran colonizando diversos habitats, que incluyen agua, suelo, material vegetal y organismos vivientes, son quimioheterotrofos versatiles y crecen en un amplio rango de temperatura y pH (1). Fenotipicamente se distinguen como cocobacilos Gram negativos, con metabolismo estrictamente aerobio y no presentan flagelos (2). Poseen ademas, un gran repertorio genético que les permite adaptarse a las condiciones del medio ambiente, degradar sustancias contaminantes y producir sustancias de utilidad para el ser humano a nivel biotecnologico y ambiental (3). Las bacterias de este género constituyen un grupo heterogeneo, formado por 31 grupos o genoespecies, clasificadas mediante el patron de homologia de su genoma en la hibridacion del ADN (4). Algunas de estas genoespecies o grupos mas representativos han sido clasificadas taxonómicamente asi: la genoespecie 1 es A. calcoacéticus, la genoespecie 2 es A. baumannii, la genoespecie 4 es A. haemolyticus, la genoespecie 5 es A. junii, la genoespecie 7 es A. Johnsonii, la genoespecie 8 es A. lwoffii y la genoespecie 12 es A. radioresistens. En la actualidad se han designado un total de 17 especies en el genero Acinetobacter (5).


  Las genoespecies 1, 2, 3 y 13TU (descrita por Tjernberg y Ursing) se encuentran estrechamente relacionadas y es dificil distinguirlas fenotipicamente; por lo que se han agrupado en el complejo A. calcoacéticus-A. baumannii (4). Las genoespecies de este complejo presentan la mayor relevancia clinica y se han establecido como patogenos tanto a nivel hospitalario como de la comunidad, constituyendo un problema de salud publica por su multirresistencia (6,7). Las caracteristicas fenotipicas de A. baumannii son muy diversas, por lo que se diferencia en 19 biotipos (8).


  Los biotipos 1, 2, 6 y 9 son los que se aislan con mayor frecuencia de muestras clinicas (9). Aunque, A. baumannii normalmente no representa riesgos en personas inmunocompetentes, en las ultimas decadas se viene reportando con mucha frecuencia como agente causal de numerosas infecciones (10). Las infecciones suelen ser severas, entre las que se destacan: neumonias, meningitis y septicemias, las cuales tienden a ocurrir en pacientes debilitados e inmunocomprometidos que desencadenan en tasas de mortalidad, especialmente cuando el paciente se encuentra en las UCI (11-13). Los analisis de estas cepas demuestran una elevada multirresistencia a los antibioticos, lo que explicaria la severidad en las infecciones (12). Las bacterias de este genero se encuentran asociadas a brotes epidemicos nosocomiales, la mayoria de ellas corresponde a aislados clinicos de A baumannii (13).


  La naturaleza de estos organismos y la capacidad para adquirir multiresistencia a los antimicrobianos han sido determinantes en la incidencia y el significado que han cobrado en los servicios de salud (14). La virulencia y la resistencia a un antibiotico son mecanismos considerados similares para la adaptación selectiva que le permiten a la bacteria sobrevivir en condiciones de estres, durante la invasion al hospedero o bajo tratamiento con antibiotico. Desde el punto de vista ecologico, ambas condiciones constituyen un cuello de botella evolutivo que tienden a reducir la diversidad genetica bacteriana; de esta forma un pequeno grupo de bacterias especificas seran capaces de colonizar el hospedero bajo esas condiciones tan especiales (1). En este articulo, se revisa la situación actual de la incidencia de las infecciones nosocomiales causadas por A. baumannii multirresistente a los antibioticos, los principales mecanismos de resistencia y la posible asociacion con otros mecanismos de patogenicidad con la presencia de multirresistencia a los farmacos; todo lo anterior ha generado un gran impacto en la salud publica. El conocimiento de los elementos involucrados en la patogenesis de A. baumannii permitira comprender las características basicas de este microorganismo, necesarias para controlar la diseminacion de las infecciones causadas por esta bacteria y desarrollar medidas efectivas para controlar este patogeno.


  Infecciones causadas por A. baumannii


  En humanos, A. baumannii habita normalmente en la piel, en las membranas de la mucosa respiratoria y gastrointestinal (15). Este organismo puede sobrevivir en el suelo, en superficies humedas, y a diferencia del resto de bacterias Gram negativas, puede resistir por un largo periodo en ambientes secos (15,16). La resistencia a la desecacion es una caracteristica que puede influir en el aumento de la transmisibilidad de cepas epidemicas, que habitualmente se encuentran en el ambiente hospitalario (17,18). Con los trabajos de Allen y Green se le dio importancia a la via aerea como una de las principales fuentes en la transmision de la bacteria (19), especialmente a traves de equipos médicos contaminados, como los tubos de intubacion, cateteres, respiradores y dispositivos para monitorear la presión arterial (19,20). Existen reportes que demuestran la colonizacion del patogeno en sabanas (21), almohadas (22), equipos de sonido, television y ventiladores (16,23). La habilidad de Acinetobacter spp. Para sobrevivir en las superficies secas de la piel en adultos sanos (especialmente en las manos) (24) y su capacidad de colonizar la cavidad oral, faringe e intestino, hacen de estos sitios, reservorios epidemiologicos importantes que promueven la transmision a traves de fomites, caracteristicas determinantes en los brotes epidémicos nosocomiales (25).


  La infeccion por la bacteria se establece frecuentemente en pacientes con enfermedades cronicas, quienes presentan multiples condiciones de morbilidad, hospitalizados por largos periodos, que han sufrido multiples procedimientos invasivos, con edad avanzada, falla respiratoria o cardiovascular, cirugias recientes, cateterizacion vascular central y urinaria, traqueotomia, alimentacion parenteral y tratamiento antimicrobiano con antibioticos de amplio espectro como: cefalosporinas de tercera generacion, fluoroquinolonas y carbapenemes (26). En terminos generales, las infecciones por A. baumannii adquiridas en el hospital se encuentra asociadas a tres factores de riesgo: la diversidad del reservorio, su asociacion con resistencia antimicrobiana y su potencial epidemico. Aunque estos factores de riesgo estan bien establecidos, los reservorios del patógeno aun no se comprenden, siendo motivo de amplios debates (15).


  Las infecciones causadas por A. baumannii en paises desarrollados de Europa y en los Estados Unidos no son frecuentes (27). Sin embargo, en estos paises existen areas con una alta prevalencia de infecciones por este patogeno que constituye un grave problema de salud publica (28). En varias partes del mundo, la incidencia de infecciones graves por especies de Acinetobacter ha ido en aumento. Las principales manifestaciones clinicas asociadasa Acinetobacter spp., corresponden a neumonías Asociadas a ventilacion mecanica (29) y a infecciones del torrente sanguineo (2), en ambos casos alcanzanuna mortalidad cerca del 75% (30); tienen también la potencialidad de provocar infecciones purulentas en casi cualquier organo del cuerpo (2). Se aíslan frecuentemente de infecciones de heridas generadas en condiciones especiales como guerras (31,32) y en desastres naturales (33,34). Recientemente se ha descrito tambien, un raro sindrome de neumonía fulminante por cepas adquiridas en la comunidad; el sindrome constituye una entidad clinica particular que se acompana de una incidencia alta de bacteremia, sindrome de dificultad respiratoria, coagulación intravascular diseminada con un desenlace fatal (35).


  Las especies de Acinetobacter tienen una caracteristicas especial por su capacidad de desplegar resistencia a toda clase de antibioticos, asi como la de adquirir nuevos determinantes de resistencia (36), lo que dificulta el tratamiento adecuado y contribuye a aumentar la potencial gravedad de la infeccion. Entre los agentes antimicrobianos que se han encontrado ser mas efectivos contra las infecciones causadas por Acinetobacter spp., incluyen carbapenemes, cefalosporinas, penicilinas anti-pseudomonales, monobactamicos, aminoglicosidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas, sulbactamicos y polimixinas (27). Sin embargo, en la actualidad se reportan cepas de A. baumannii con resistencia a todos ellos.


  Bases moleculares de la resistencia a los antibióticos


  La resistencia a los antibioticos en cepas nosocomiales del complejo A. calcoacéticus-A. baumannii incluye principalmente, la presencia de enzimas degradadoras del antibiotico (37), alteraciones de los canales (porinas) de la membrana externa (38) y bombas de eflujo (39). Aunque losmecanismos de resistencia a los b-lactamicos no estan completamente dilucidados, la resistencia a estos antibioticos se relaciona frecuentemente con la produccion de b-lactamasas (37), alteraciones en las proteinas que unen penicilina (PBP) (40) y reducción en la permeabilidad de la membrana externa (39). Las enzimas b-lactamasas pueden estar codificadas en elementos transferibles como: plasmidos con los determinantes TEM-1, TEM-2, CARB (41) que le confieren una resistencia a las penicilinas y a algunas cefalosporinas de espectro reducido.


  Tambien pueden estar codificadas en elementos moviles o secuencias de insercion, como integrones en el caso de las oxacilinasas de la clase D (42,43) o transposones para los metalo-carbapenemicos (44,45). Las b-lactamasas pueden estar codificadas cromosomalmente, como las b-lactamasas AmpC, que corresponden a cefalosporinasas cromosomales intrinsecas de todas las cepas de A. baumannii (46). Generalmente estas enzimas tienen un nivel bajo de expresion, pero si se inserta una secuencia promotora (ISAba1) cerca del gen ampC, aumenta la sintesis de la enzima, generando resistencia a las cefalosporinas de amplio espectro (37,47).


  Los brotes que se observan en la actualidad a nivel global, tienen que ver con la presencia de cepas de A. baumannii resistentes a los carbapenemes, debido a que este medicamento es el que se emplea principalmente en infecciones con cepas multirresistentes. La resistencia a los carbapenemes esta mediada por un grupo de b-lactamasas de amplio espectro tipo OXA (48). El analisis de la secuencia del gen revelo que se trataba de una enzima inusual tipo OXA (denominada OXA-23) de la clase molecular D transferible; es decir, codificada en transposones (43). En 1997 se reporto otra b-lactamasa tipo OXA en una cepa resistente a imipenen obtenida a partir de un aislado en Francia (49). Aunque su gen no fue secuenciado, se demostro su actividad hidrolitica contra imipenem.


  Posteriormente, se determinaron tres oxacilinasas que carecen de propiedades carbapenemasas. La enzima OXA-21 se encontro en una cepa de A. baumannii susceptible a imipenen circulante en Espana, con una baja diseminacion, a pesar de estar codificada en un integron (50). Sin embargo, este mismo gen se encontro en cepas de Pseudomonas aeuroginosa susceptibles y resistentes a carbapenemes en Francia (51). La enzima OXA-37 codificada en un integron, se descubrio en una cepa multirresistente de A. baumannii aislada en Espana (52), se diferencia de la oxacilinasa de espectro reducido, OXA-20 identificada inicialmente en P. aeruginosa (53). La enzima OXA-20 se encuentra codificada en integrones de la clase 1 en cepas de A. baumannii multirresitentes aisladas en Francia (54), Espana (55) e Italia (56).


  Las cepas que poseen b-lactamasas tipo OXA han sufrido un incremento en brotes epidemicos y han contribuido en gran medida con la mortalidad de los pacientes. En los ultimos anos, se han identificado seis nuevas enzimas tipo-OXA aisladas de cepas con resistencia a carbapenemes. La enzima OXA-24 se encontro en cepas de Espana (46) y representan el segundo subgrupo de estas enzimas con un 60% de identidad con la enzima OXA-23. Otras b-lactamasas relacionadas corresponden a: OXA-25, OXA-26 y OXA-40 presentes en cepas de Espana, Belgica y Portugal (42,57) y dos variantes de OXA-23, OXA-27 y OXA-49 que se encontraron en cepas aisladas de Singapore, China (58) y Brasil (59). En Argentina se identifico una nueva enzima, denominada OXA-51 que comparte un 63% de identidad con las enzimas de los subgrupos 1 y 2 (60). Posteriormente se identificaron siete enzimas en diferentes partes del mundo que comparten el 98-99% de identidad con OXA-51 (61).


  La resistencia a b-lactamicos puede estar dada por la perdida de proteinas de membrana (39,62), por alteracion de las proteinas que unen penicilina (PBPs) (38,63), o por modificacion de los canales de porinas. La mutacion de las porinas puede impedir el paso del antibiotico al espacio periplasmico, lo que alteraria la permeabilidad al antibiotico (38). Esta forma de resistencia a imipenem y meropenem fue reportada en cepas endemicas de New york (64), las cepas presentaron la perdida de la proteina de la membrana externa CarO, que actua como una porina inespecifica para el paso de los carbapenemes. La sobre-expresion de bombas de eflujo es otrofactor relevante en la generacion de la resistencia a los b-lactamicos. Se ha reportado que las bombas de eflujo actuan en conjunto con la sobre-expresion de b-lactamasas tipo AmpC o carbapenemasas incrementando la multirresistencia en la bacteria (39).


  La resistencia de A. baumannii a los aminoglicosidos se ha determinado principalmente por la produccion de enzimas inactivantes codificadas en integrones de la clase 1 y 2 (65), las enzimas que se describen son las llamadas acetiltransferasas, nucleotidiltransferasas y fosfotransferasas, siendo la mas frecuente la amoniglucosido-3´-fosfotransferasa VI, con actividad contra amikacina (66). Otra forma de resistencia a estos antibioticos se produce por metilacion del ARN ribosomal 16S en el sitio de union al antibiόtico, confiriendo una alta resistencia a la gentamicina, tobramicina y la amikacina (67). Este tipo de resistencia predomina en cepas circulantes en Japόn (68), Corea (69) y USA (70). La resistencia a los aminoglicόsidos, mediada por bombas de eflujo, involucra principalmente la bomba tipo AbeM de la familia de las bombas de eflujo de compuestos toxicos y multidrogas (MATE) (71).


  La resistencia a las quinolonas es debida principalmente por las modificaciones de la ADN girasa o topoisomerasa IV, mediante las mutaciones en los genes gyrA y parC, respectivamente (72). Estas mutaciones desencadenan una interferencia con el sitio de union del antibiotico, bloqueando la acción de este ultimo. Las quinolonas suelen ser sustratos de las bombas de eflujo (73). Las bombas que expulsan quinolonas corresponden a la bomba de eflujo AdeABC tipo RND (Resistance-nodulation-division) (74), que tambien estan involucradas en resistencia a aminoglicosidos, beta-lactamicos, cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina y bromuro de etidio y a las de tipo AbeM que les confiere resistencia a norfloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina, gentamicina, 40,6-diamino- 2-phenylindole (DAPI), triclosan, acriflavine, Hoechst 33342, daunorubicina, doxorubicina, rhodamina 6G y bromuro de etidio (71,75).


  Los principales mecanismos de resistencia a las tetraciclinas y sus derivados reportadas para cepas de A. baumannii esta mediada por las bombas de eflujo y por proteccion ribosomal (76). Las bombas de flujo que expulsan tetraciclinas son codificadas por los genes tet(A) y tet(B) (77). El gen tet(A) se encuentra en el transposon similar a Tn1721 asociado al elemento IS que le confiere resistencia a tetraciclina, pero no a minociclina, un agente con mayor actividad contra A. baumannii (75,78).


  En contraste, las bombas de eflujo tipo AdeABC confiere multirresistencia a todas las tetraciclinas, incluyendo a las tigeciclinas (nuevas tetraciclinas modificadas conocidas como glicilciclinas) (79). La resistencia generada por protecciόn o interferencia con el sitio blanco en el ribosoma esta mediada por los genes tet(M) y tet(O) (80). A pesar que ya existen reportes de cepas de A. baumannii con resistencia a as polimixinas, los mecanismos de resistencia aun no han sido determinados (81).


  Epidemiología molecular a nivel global


  A. baumannii se presenta como causante de brotes emergentes a nivel mundial (82), mostrando un incremento en el porcentaje de resistencia en hospitales de Europa, Norte America, Argentina, Brasil, China, Taiwan, Hong Kong, Japon, Corea y Tahiti en el Pacifico Sur (83). Una vez introducido en el hospital, Acinetobacter spp. tiene un patrón epidemiologico caracterizado por brotes de cepas multirresistentes, con la consecuente endemia de multiples cepas y de cepas epidemicas predominantes en cualquier momento. Las hospitalizaciones prolongadas se encuentran entre los principales factores que contribuyen a mantener la endemia de A. baumannii luego de un brote. Los estudios epidemiologicos demuestran que A. baumannii se encuentra como principal patogeno causante de infecciones en hospitales de paises europeos como Espana (84), Italia (85), Inglaterra (86). En los Estados Unidos, los reportes de brotes epidémicos se registran en hospitales de Nueva York (87), Pensilvania (88), California (89), de paises asiáticos como Corea (90), Taiwan (91), Japon (92) y China (58), de paises del Pacifico Sur (93), en paises de Latinoamerica como Chile (94). Argentina (95), Brasil (96) y Colombia (82, 97).


  En todas estas cepas se determina que los principales factores que desencadenan la multirresistencia a los antibioticos estan mediados por la adquisicion de plasmidos y cassettes genicos (98) en integrones y transposones (55). Los estudios moleculares de las cepas circulantes en hospitales de Estados Unidos, revelan que la multirresistencia se debe principalmente a la presencia del transposon SAba1, que le confiere resistencia a carbapenemes. La resistencia a quinolonas es tambien importante en esta region y esta mediada por plasmidos que transportan los genes qnr o por mutaciones en los genes gyrA y parC (88).


  En Europa, los principales problemas de salud los ocasionan cepas con resistencia a los aminoglicosidos, esta resistencia se encuentra asociada principalmente a integrones de clase 1 (65). En Japon, la resistencia a los aminoglicosidos esta mediada principalmente por plasmidos que transportan el gen aac, que codifica para una enzima modificadora de aminoglicosidos, la aminoglicosil acetiltransferasa (67). En algunas regiones de Espana, se encuentra que la resistencia a los carbapenemes esta dada principalmente por la b-lactamasas OXA-23 y PER-1 transportadas en plasmidos (63). En Colombia, la resistencia se determina contra los carbapenemes mediada por la enzima OXA-23 (99), aunque se encuentra codificada en el cromosoma bacteriano, su expresion esta influenciada por la insercion corriente arriba de la secuencia ISAba1 (100).


  Los analisis moleculares de cepas de A. baumannii multirresistentes a los antibioticos (MDR) han determinado una alta diversidad genetica con distintos patrones geneticos (clones). Los reportes evidencian que clones especificos de A. baumannii se esparcen entre los hospitales en un area geográfica en particular, probablemente transferidos por pacientes (101,102). Se ha reportado un incremento notable en la prevalencia de un cierto numero de clones predominantes con resistencia a antibióticos carbapenemicos, en hospitales de Nueva York (103), Brasil (104) y Argentina (105). Una hipotesis que puede explicar la variacion observada en los perfiles genotipicos, plantea la probabilidad que estos clones se originan en diferentes sitios por una selección independiente a partir de un ancestro comun (106).


  La potencialidad que manifiestan estos clones para espacirse rapidamente los han llevado a denominarlos “clones epidemicos”. Sin embargo, clones epidémicos especificos han sido detectados en distintos hospitales y areas geograficas distantes entre si (86). La ocurrencia de brotes monoclonales en multiples hospitales sugiere la diseminacion interinstitucional, presumiblemente por el movimiento de pacientes, del personal medico, la exposicion a fuentes comunes de contaminacion de alimentos y equipos medicos (107).


  Sin embargo, en los ultimos anos, se reporta la existencia de una gran diversidad de clones de A. baumannii en una misma area. En algunos hospitales de Espana, los clones analizados son altamente diversos (63). Esta caracteristica se ha observado tambien en Australia (108), China (109), Turquia (110), Gran Bretana (106), Grecia (111) y Colombia (99). La resistencia de A. baumannii a otros fármacos manifiesta un comportamiento similar, en las cepas con resistencia a fluoroquinolonas que han generado brotes epidemicos en hospitales de California, se ha determinado una amplia diversidad de clones resistentes, especialmente bombas de eflujo y mutaciones en los genes gyrA y parC (89). Del mismo modo en algunas cepas circulantes en Europa con resistencia a los aminoglicosidos se determino una diversidad policlonal (65).


  La caracterizacion molecular de tres tipos de clones Pan- Europeos ha servido como punto de comparación para varios de los clones caracterizados como especies de A. baumannii en la ultima decada (112,113). Por ejemplo, en un trabajo realizado por Adams y colaboradores en el 2008, se encontraron 8 tipos de clones principales en una instalacion militar del ejercito estadounidense, de los cuales el 60% correspondio a los tres tipos de clones Pan-Europeos. El 40% restante indica multiples origenes para estos 8 tipos, como tambien se pudo comprobar en un estudio anterior realizado en otra instalacion militar (114).


  Determinantes de patogenicidad en A. baumannii


  Aunque las caracteristicas especiales del genero acinetobacter lo han convertido en patógeno nosocomial exitoso (115), es poco lo que se ha avanzado en el conocimiento de los factores de virulencia y las estrategias de persistencia. Entre las caracteristicas que le confiere un caracter patogénico a las cepas de A. baumannii se destaca la presencia de capsula (116), la produccion de enzimas que causan dano a los lipidos celulares (117) y el lipopolisacarido (LPS) que le confiere una funcion potencialmente toxica. En este sentido, se considera que el LPS sea probablemente el principal factor responsable de los sintomas observados durante las septicemias por Acinetobacter (118).


  La respuesta del individuo a la infeccion generada por A. baumannii, es un factor a tener en cuenta en la patogenesis de la bacteria, se ha encontrado que las proteinas TLR4 y TLR2 (Toll like receptors) que son receptores de senalizacion importantes en las celulas del sistema inmune, reconocen el LPS de la bacteria y participan en el desarrollo de las neumonías fulminantes en las infeccion por A. baumannii, y se han encontrado relacionadas con la exacerbación del proceso inflamatorio, especialmente el receptor TLR4 (119,120). En un estudio realizado por Erridge Erridgey y colaboradores en el 2007 se demostro que el LPS de A. baumannii y la genoespecie 9 estimulan la senalizacion dependiente de TLR4 y TLR2, mientras que las cepas de las demas genoespecies estimulan solo la via de senalizacion dependiente de TLR2 (121).


  La secrecion de proteinas a traves de los complejos de transporte asociados a la membrana, ha sido considerada fundamental en los mecanismos de virulencia bacteriana. Estos complejos son empleados por las bacterias para transportar moleculas a su celula blanco e incluyen desde sistemas de un solo componente hasta maquinarias complejas de multicomponentes (122). Entre los mecanismos de secrecion patogenicos descritos en A. baumannii se han reportado: el sistema involucrado en la union y formacion de biopeliculas en superficies abioticas por parte A. baumannii usando un sistema de ensamblaje de pili basado en chaperonas (123), el sistema asociado a la proteina de membrana externa 38 (OMP 38) (124) y el sistema involucrado en la captacion de hierro relacionado con el sideroforo (125).


  La presencia de pilis como importante factor patogenico ha sido relacionada con la capacidad de la bacteria para adherirse a las superficies plasticas y de vidrio, asegurando la formacion de biopeliculas en instrumentos como los dispositivos medicos (126). El analisis de la secuencia genica de una cepa epidémica de A. baumannii revelo la presencia de un transposon con genes que codifican para proteinas relacionados con un sistema de secrecion mediado por chaperonas. Los genes csu de este sistema codifican proteínas que participan directamente en la formacion del pili (123). Un componente importante del pili es la proteina AcuA, que presenta una leve homología a la subnidad estructural F17 del pili de Escherichia coli. Se ha establecido que la mutacion de la proteína AcuA genera la perdida del pili y de la adhesion a superficies bioticas y abioticas. Flanquendo al gen acuA se localizan los genes acuD, acuC y acuG, las proteinas deducidas a partir de estos genes tienen una alta similitud a las secuencias codificadas por las proteinas que asisten al plegamiento de las proteínas llamadas chaperonas (127).


  Una vez la bacteria desarrolla el pili adquiere la capacidad de iniciar la formacion de biopeliculas. Existen investiagadores que han enfocado su atención en el desarrollo de estas biopeliculas como factor importante en la patogenicidad de la bacteria. Algunas investigaciones han determinado que durante la etapa de maduracion de la biopelicula se requiere la participacion de la proteina asociada a biopelicula (Bap) (128). Esta proteina es especifica de A. baumannii y se localiza en su membrana externa, facilitando la adhesion intercelular, lo que contribuiria a dar grosor y volumen a la biopelicula. En los estadios tardíos de la maduracion participa el autoinductor sintetasa Aba1. La expresion del gen que codifica para esta proteina estaria determinado mediante el mecanismo denominado “quorum sensing”, cuya funcion concreta en esta etapa aun no se ha definido (129). La potencial habilidad de A. baumannii para formar biopeliculas explicaria en gran medida su alta resistencia a los antibioticos y las propiedades de sobrevivencia en el ambiente seco por largos periodos.


  Las proteinas de la membrana externa son factores de virulencia a tener encuenta como mecanismo de patogenicidad de A. baumannii. La proteina Omp38 se localiza en la membrana mitocondrial e induce la liberacion de citocromo C y del factor inductor de apoptosis (AIF) al citosol, desencadenando la muerte celular programada, como se ha demostrado en cultivos de celulas epiteliales humanas (124). Con los trabajos de Walzer y su equipo, en el 2006 se determino que la proteina OmpA se producia como mecanismo de sobrevivencia en condiciones especiales, como cuando la bacteria crecia en medios deficientes de nutrientes o estres metabolico. Posteriormente se establecio que la produccion de la proteina era influenciada en ambientes con bajas concentraciones de alcohol (130). Las propiedades emulsificantes de la proteina influirian en la adhesión bacteriana, la expresion de genes mediante la via quorum sensing y la formacion de biopeliculas, condiciones que potencializan la actividad patogénica de A. baumannii (129,131).


  En un estudio realizado en el Reino Unido se observo que aquellas cepas de A. baumannii adquiridas en el hospital, a pesar de que presentan una alta clonalidad y multirresistencia a drogas, eran menos virulentas que las cepas adquiridas en la comunidad (132). Estos investigadores establecen que la virulencia en la bacteria estaria favorecida, en gran medida, por la accion del alcohol utilizado en los escobillones para la toma de muestras de exámenes rutinarios, lo que tendria una importante implicación clinica a tener en cuenta para explicar la severidad de las enfermedades observada en infecciones por A. baumannii adquiridas en la comunidad.


  Los sistemas de secrecion involucrados en la captación de hierro han sido descritos en cepas patogenicas de A. baumannii mediado por sideroforos policistronico. Este sistema esta formado por un cluster de genes dhb que codifican para las proteinas OM73, p45 y p114, estas proteinas participan activamente en el sistema de biosintesis y transporte del sideroforo encargado de captar el hierro de las proteinas humanas que unen hierro con alta afinidad (133). La presencia de este sistema explicaria en gran medidad la potencialidad de baumannii para desencadenar septicemias (125,134).


  Como patogenos ambientales, las especies del genero Acinetobacter han desarrollado mecanismos que le permiten persistir y adaptarse a diferentes condiciones ambientales, gracias a la capacidad de metabolizar diversas fuentes de energia (135) y de adquirir facilmente DNA exogeno. Esta ultima habilidad la han convertido en la unica clase de bacterias Gram negativas que se describen como “transformables naturales” (136). En este sentido, la capacidad de adquirir genes exogenos le pueden conferir la capacidad de degradar diversos metabolitos ambientales. En cepas de A. baylyi se ha identificado los genes comFECB y comQLONM, que codifican para proteinas con participacion activa en la captación de ADN del ambiente (137,138). En los analisis de la secuencia nuleotidica realizada en algunas cepas de Acinetobacter se ha determinado la ausencia del gen mutS, importante en el sistema de reparacion del ADN que proporciona la estabilidad del genoma; de esta forma la carencia de este gen le da una mayor flexibilidad a la bacteria para incorporar a su genoma el ADN exogeno que ha captado (139). Caracteristica que permitiria explicar uno de los mecanismos por el cual se cree que adquiere diversidad genetica (140).


  Varias explicaciones sobre los mecanismos de patogenicidad se han propuesto con base en los origenes de las cepas que han sido caracterizadas molecularmente. La diversidad de clones observada en las cepas de A. baumannii llevan a pensar que la patogenicidad de esta bacteria probablemente tenga un origen diverso, por lo que se encuentra una considerable variacion en la composicion de los genes de resistencia dentro de cada uno de los tipos de clones hallados, asi como una similitud notable entre clones con origen divergente (140).


  Desde hace mas de una decada se ha reportado la asociacion entre el flujo de informacion de elementos geneticos moviles y la aparicion y expresion de factores de virulencia que viajan dentro de los mismos (141,142). Entre los elementos moviles mas notables como mecanismo de transporte de genes patogenicos se destacan las islas de patogenecidad (PAIs) (143). Estas islas contienen genes con resistencia a drogas y genes de virulencia simultaneamente, confiriendole una ventaja selectiva sobre aquellas con genomas estaticos. Los reportes sobre el analisis de la secuencia de A. baumannii, muestran que este organismo ha adquirido un numero de genes del ambiente, que probablemente juegan una funcion directa en su virulencia.


  En un estudio realizado por Fournier y colaboradores en genomas de un aislado susceptible y otro resistente de A. baumannii, se identifico una gran cantidad de genes de resistencia. En el aislado con resistencia a b-lactamicos, aminoglicosidos, fluoroquinolonas, cloramfenicol, tetraciclina y rifampicina se identifico una region de 86 Kb denominada isla de resistencia AbaR1, con 45 genes de resistencia; entre los genes identificados se encuentran aquellos que codifican para las b-lactamasas VEB-1. AmpC y OXA-10, (AMEs) y bombas de flujo que expulsan tetraciclina.


  Los analisis geneticos de la secuencia AbaR1 muestran que esta compuesto de transposones y otros genes que ya se habian identificado en Pseudomonas spp., Salmonella spp., y E. coli (144). Las secuencias tipo AbaR1 se integran en genes que codifican para ATPasas en el genoma de la bacteria (145). Los analisis de la secuencia genomica realizados por el grupo de Smith determinaron la existencia de 28 posibles PAIs (146). Un cuarto de ellas poseen genes con resistencia a drogas, y seis genes relacionados con virulencia. En dos de estas islas, se encontró simultaneamente genes especificos que codifican para el sistema de secrecion tipo IV, (relacionado extensamente como mecanismo de virulencia en cepas patogenas como Legionella y Coxiella) y genes que confieren resistencia drogas.


  Sistema de secreción tipo IV


  Los genes involucrados en la conformacion del sistema de secrecion tipo IV codifican para proteínas que forman un canal para el traspaso de factores efectores de virulencia que la bacteria emplea como mecanismo de defensa (resistencia) y patogenicidad (virulencia) (147); ademas permite el movimiento por conjugacion y transformacion del ADN circundante (148). Hasta el momento, 6 cepas de A. baumannii se han secuenciado en su totalidad (146, 149-151). En estas cepas, se ha encontrado como un elemento unificante el sistema de secrecion tipo IV (TFSS por sus siglas en Ingles). Los componentes que hacen parte del pili comparten caracteristicas con proteinas del sistema de secrecion tipo IV. Los componentes de este sistema juegan un papel muy importante en la formacion de estructuras muy resistentes a condiciones adversas al medio ambiente, la marcada y cronica exposicion de las biopeliculas a este tipo de condiciones que terminan generando cepas patogenicas y resistentes a muchos tipos de antibioticos (152).


  En un estudio reciente se encontro asociación entre la multirresistencia de cepas de A. baumannii con una alta capacidad de producir un patron de agrupamiento en biopeliculas, al ser estimulado por subconcentraciones de imipenem. La patogenie de la bacteria esta influenciada por la capacidad de formar biopeliculas con una marcada disminución a la susceptibilidad de los antibioticos y en una incrementada habilidad para permanecer en el hospedero humano (153). Aunque aun no existen evidencias de la directa participacion de los componentes del TFSS con la patogenesis de la bacteria, hasta el momento la mayoria de los genes escritos (Com, Pil) como responsables del sistema de secrecion Tipo IV (152) participarian en el mecanismo patogenico de la bacteria (149). La relacion entre las islas de patogenicidad y los sistemas de secrecion como mecanismos de translocacion de genes efectores virulentos se han hecho mas evidente a medida que mas cepas de A. baumannii son secuenciados. La cepa A. baumannii ACICU presenta un PAI (pAICU3) que transporta genes que confiere tres mecanismos de resistencia a los antibioticos: b-lactamasas (blaOxa20, blaOxa66 y blaOxa88), bombas de eflujo y metales pesados (Co, Zn, Cd); pero ademas, se encuentra todo el locus tra identificado en Agrobacterium tumafeciens, que codifica para el aparato conjugativo TFSS. Existiria entonces una asociacion entre estos dos sistemas, permitiendo el movimiento genetico horizontal de los genes de resistencia (151).


  Aunque no es clara la relacion entre el sistema de secrecion y las islas de patogenicidad se mantiene como un posible vinculo dado el tipo de eventos y elementos geneticos que se comparten, ambos pertenecientes a la transferencia horizontal de genes y mediante eventos de transmision genética sucesivos son permisivos a la acumulacion de genes de resistencia, formando subgrupos a partir de un antecesor adquirido (150,154). Los ultimos sistemas de secrecion tipo IV, descritos recientemente, se encuentran relacionados con la diseminacion de PAIs en un amplio espectro de bacterias (148).Estudios complementarios que incluyan nuevas cepas secuenciadas, preferiblemente propias a nuestra region, seran de gran ayuda para continuar entendiendo una relacion patogenica entre sistemas de secrecion e islas de resistencia, y tratar de dilucidar que herramientas podemos usar para intervenir en un nuevo escenario para nosotros como receptores de algunos de los organismos ambientales mas antiguos del planeta: A. baumannii.
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Recucnto UFC/100 mL E.coli
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1 Cémara de Aquicamiento | 1 20 0
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3 Universal de Tuberia 8 5 4
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5 Cémara dc Aquictamicnto 3 0 3 1
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Recuento UFC/100 mL Coliformes Totales

Puntos de Mucstreo Abril Mayo Junio
1 Cimara de Aquictamiento | 27 2% 20
2 Tuberia de Salida 2° Tanque Almacenamicnto 67 47

Universal de Tuberia 17 56
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(Temp 7 °C)
.18% )4.49 %
100 % Almidén (+0.01) Almidén (x0.01)
Almidon-Proteina (50:50) (+)0.10% Almidén-Proteina (50:50) (+)031%
(+0.01) (001
100% Proteina (+)3.15% Proteina (+)1.88%
(£0.01) (001)

*. El signo () o (+) indica e efecto negativo o positivo que brindo el recubrimiento segin haya aumentando o disminuido la
pérdida de peso dl fruto respectivamente. Todos los porcentaes se determinaron tomando como base I pérdida obtenida para
Tas fresas sin recubrimiento (fresas patrén) a lasdos temperaturas de almacenamiento: ambiente (18°C) entre los dias 3.
acién (79C) entre los dias 3 y 7.
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