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  La biodiversidad y el futuro

  


  Hoy nos enfrentamos a varios problemas de conocimiento y de conocimiento científico ni más ni menos. En una manera muy real nos acercamos a la realización de la noción de que el conocimiento es nuestro destino. En un lado tenemos la preocupación acerca de la biodiversidad y la abismal ignorancia que sobre ella tenemos, aunque es parte de nuestras vidas y esto debería quizás apenarnos; junto a todo esto, se encuentra nuestra ignorancia acerca de lo que los países avanzados están haciendo al respecto, muchas veces con nuestra biodiversidad. Por otro lado está la ignorancia (peligrosa y también abismal) acerca de las extinciones antropogénicas masivas, y, como si fuera poco, nuestro escaso entendimiento sobre el papel de los países avanzados en tales extinciones masivas.


  En un universo de 20 mil millones de años de edad, nuestro planeta se condensó hace unos 4.500 millones de años; la preciosa vida emergió muy rápidamente, hace unos 3.800 millones de años. Las formas más tempranas de vida fueron cianobacterias, organismos unicelulares fotosintéticos, que cambiaron la naturaleza de la atmósfera de reductora a oxidante, no parece posible imaginarse algo más importante para nosotros que amamos el oxígeno. Masas acumuladas de cianobacterias fueron transformadas en combustibles fósiles, petróleo y gas natural, de los cuales la sociedad humana ha dependido para su bienestar y sobrevivencia durante los últimos 200 años. Estos son tan solo dos ejemplos de la profunda importancia de la biodiversidad y de la necesidad crucial de efectuar programas de conservación.


  Células con núcleo, de las cuales están construidos los seres humanos, evolucionaron hace unos 1.500 millones de años, pero sólo empezaron a agregarse en organismos multicelulares hace unos 700 millones de años y hace unos 430 millones de años invadieron la tierra. En la superficie los organismos proliferaron ampliamente y generaron enormes cantidades de biodiversidad; y luego evolucionaron para producir formas más grandes y más complejas. Los bosques aparecieron hace unos 300 millones de años y luego se convirtieron en carbón. En los bosques la biodiversidad aumentó grandemente. El mesozoico, de hace 245 a 65 millones de años, empezó con lo que -se piensa- fue el evento más masivo de extinción y terminó con el evento masivo de extinción de hace 65 millones de años (famoso porque eliminó a los dinosaurios). Quizá con los dinosaurios vivos, el planeta no estaría hoy en manos de los mamíferos, nuestros hermanos de leche.


  Los expertos calculan que hace 65 millones de años desaparecieron dos tercios de todos los organismos terrestres, lo cual indudablemente cambió drásticamente la naturaleza de la vida. Es posible que algunas 500 mil especies hayan sobrevivido a tal cataclismo de la vida y hayan dado lugar a las especies vivientes de hoy, cuyo número es desconocido y cuyos cálculos varían por dos órdenes de magnitud; simplemente no se sabe cuántas especies hay en la Tierra y los cálculos van de 5 a 100 millones de seres hechos con células nucleadas, pasando por todas las intermedias y un número también desconocido de organismos hechos de células sin núcleo, que puede ser aún mayor. Esta enorme elaboración de la vida ha resultado en la elaboración de especies (biodiversidad), de formas de organismos individuales (biodiversidad) y en el desarrollo de comunidades biológicas complejas (biodiversidad). Para utilizar un lenguaje vernáculo, parece haber algo sacrosanto en la biodiversidad.


  Estamos participando en lo que bien puede ser el último evento de extinción masiva. Se calcula que dos tercios de los organismos terrestres están ya amenazados con la extinción o entrarén en esa categoría en el futuro cercano. No se sabe con seguridad qué tipo de evento impulsó la extinción masiva a principios del mesozoico y parece casi cierto que la extinción al final del mismo, hace 65 millones de años, resultó de la colisión de un asteroide contra la Tierra en lo que hoy es la península de Yucatán (México, Belice y Honduras), pero el evento actual de extinción masiva está siendo impulsado por nosotros, los hombres y las mujeres del planeta.


  La evolución propia del hombre empezó hace unos 5 millones de años en el áfrica ecuatorial, pero incluyendo nuestros antepasados no hombres, las densidades poblacionales siempre fueron muy bajas, hasta hace unos 10 mil años, cuando evolucionó la civilización con la domesticación de plantas y animales, la invención de viviendas fijas y la catastrófica invención de la economía. En esa época había unos pocos millones de hombres en la Tierra (mucho menos que la población de la Colombia de hoy). Con un buen suministro de comida los humanos desarrollaron sociedades cada vez más complejas, se hicieron la guerra, desarrollaron tecnologías para controlar y dirigir el poder de varias clases, se constituyeron los Estados y, lo peor, empezaron a ejercer presión sobre la vida en un grado sin precedentes. La población humana pasó de unos 130 millones a principios de la era cristiana a 500 millones al inicio del Renacimiento, ascendiendo a mil millones al despertar el siglo XIX; para 1950 se estimaba la población mundial en 2 mil quinientos millones de seres humanos y se calcula en casi 7 mil millones a principios del siglo XXI. Mucho horror y nada de gloria.


  Un extraterrestre pensaría que es increíble que no haya un esfuerzo planetario para salvar la biodiversidad y, más increíble todavía, que los países responsables de la extinción no quieran ni siquiera pagar la adquisición del conocimiento acerca de la biodiversidad y de qué hacer para su conservación.


  Será necesario que los países industrializados del planeta (con 20% de la población, 80% de la riqueza, más del 90% de los científicos y con sólo el 20% de toda la biodiversidad calculada) reconozcan que la biodiversidad del planeta es herencia de toda la humanidad, la base de nuestra futura supervivencia; con esos entendimientos básicos podremos quizás tener una coexistencia pacífica y sostenible para que nuestros hijos y nuestros genes tengan futuro y estén representados en el inventario planetario. Los países atrasados, incluyendo a Colombia, tendrán que ser socios en la empresa y entrenar gente adecuadamente en número y calidad. ¿Estarán nuestras universidades en capacidad de aceptar tal reto?


  Presentación

  


  La Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, de acuerdo con sus políticas de mejoramiento académico, tiene como propósito fundamental darle una dimensión pertinente a sus publicaciones, con el ánimo de validar suficientemente los procesos investigativos, divulgar la información para democratizar e incrementar las posibilidades de acceder al conocimiento y ejercer, a su vez, una función social y cultural que le compete, dadas sus características inherentes como institución de educación superior.


  Dentro de este marco de referencia, bajo la coordinación de la Magíster Scientiae, Especialista en Genética Humana, Olga Lucía Ostos Ortiz, la Universidad desarrolló una propuesta editorial para institucionalizar, dentro de su programa de proyección académica y social, la Revista «NOVA» – Publicación Científica, especializada en ciencias biomédicas.


  La citada publicación, que circula a partir de la fecha, pretende consolidarse como un espacio desde la academia, tendiente a propiciar el desarrollo del ejercicio reflexivo que responda, tanto a los requerimientos científicos de las propias disciplinas que allí se inscriben, como a la búsqueda de soluciones a los múltiples retos que afronta el quehacer científico colombiano. Se propone, además, llegar a todos aquellos lectores y estudiosos interesados en los diferentes temas especializados a tratar y, específicamente, a las comunidades académicas, las cuales deben constituirse en interlocutoras fundamentales dentro del proceso de validación social del conocimiento.


  Este primer número de la Revista «NOVA» - Publicación Científica, estructurada en su presentación y contenido según los parámetros establecidos por Colciencias para la indexación de publicaciones de circulación periódica, aborda, entre otros, aspectos teóricos y éticos de las ciencias biomédicas, así como el desarrollo de investigaciones específicas. Con este esfuerzo, la universidad espera continuar fortaleciendo su misión institucional dentro de un proyecto de desarrollo académico que le permita enfrentar con éxito los retos que le depara el futuro.
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  Las protenas son lo que uno podra llamar los arquitectos de la vida, pues son cruciales en los procesos celulares de todos los seres vivos. Las protenas estn implicadas en la catlisis de las reacciones qumicas celulares, el transporte de molculas, la transduccin de se&ntilde;ales, la segregacin del material gentico, la produccin y el manejo de la energa. El programa celular vital necesita del trabajo coordinado de muchos tipos diferentes de protenas (1). La mayor parte del peso seco de una clula est constituda por protenas. Parece una tautologa, pero tendremos que entender las protenas antes de que podamos entender la clula. La sntesis de todas las protenas celulares est codificada por los genomas. En la actualidad, tenemos disponibles las secuencias de ms de 150 genomas celulares, incluyendo varios de organismos multicelulares (http://www.tigr.org).


  La protemica es la nueva etapa en la investigacin biolgica que emana naturalmente de la genmica y que incluye la caracterizacin de la expresin de las protenas codificadas por un genoma y el establecimiento de sus propiedades funcionales y estructurales (2). En cierta manera, la protemica es la continuaci n de lo que se ha llamado la geonmica o ciencia de los genomas que se ha encargado de establecer la secuencia de muchos genomas. Los genomas definen el contenido informacional de los organismos y, por lo tanto, definen la tipologa del organismo. La secuencia del genoma no le dice a uno de qu manera funciona el organismo; para tener respuestas a la pregunta de cmo funciona el organismo es necesario estudiar las protenas, es decir, es necesario acercarnos a la protemica. Para dar una idea de la complejidad del problema de la protemica, consideremos que el genoma de levaduras tiene 6.225 protenas calculadas por bioinformtica y por otros medios. Por anotacin bioinformtica, se calcula que el 17% de esas protenas estn involucradas en el metabolismo general de la clula de levadura, el 30% funciona enorganizacin celular y biognesis de organelos y membranas y el 10% en transporte molecular (3).


  Los tpicos grandes de la protemica son los siguientes:


  a. Perspectiva de la empresa, incluyendo la perspectiva de la relacin entre genoma y proteoma.


  b. Fuente y manejo de las protenas, incluyendo el organismo donante y la extraccin y almacenamiento de la muestra, etc.


  c. Separacin de las protenas, incluyendo, como en el caso de las protenas subcelulares, la purificacin.


  d. Identificacin de las protenas que se realizan actualmente por espectrometra de masas.


  e. Funcin de las protenas, lo cual incluye, adems de la funcin propiamente dicha, la localizacin celular, interacciones protena-protena, determinacin de la estructura terciaria, en alto grado alcanzado por cristalografa, la relacin entre estructura y funcin y modificaciones postraduccionales.


  f. Aplicaciones que pueden estar en el rea del diagnstico de las enfermedades humanas y en el descubrimiento de nuevas drogas.


  g. Aplicaciones en informtica que generan muchas anotaciones basadas en la homologa de las secuencias, la construccin de bases de datos, generacin de algoritmos para el anlisis y, por ltimo, la estandarizacin.


  h. Otras reas de importancia humana que incluyen la colaboracin internacional, consideraciones ticas, legales, papel de la sociedad en la construccin y uso del conocimiento nuevo que resulte.



  Gran parte de la empresa de investigacin en biologa contempornea es llevada a cabo por pases avanzados, con economas y personal adecuado. La protemica no es la excepcin. Los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos financian una actividad investigativa llamada la Iniciativa de la Estructura de Protenas, llevada a cabo en 9 centros universitarios distribuidos por toda la unin. Este es un esfuerzo coordinado a 10 a&ntilde;os para producir estructuras completas de 10.000 protenas. La actividad est en sus comienzos y se considera un blanco importante y difcil llegar a la cristalizacin de 200 protenas por a&ntilde;o. Laboratorios de industrias que esperan ganar dinero con el desarrollo en conocimiento tambin han proliferado recientemente.


  El problema radica en que hay casi tantas protenas en la Tierra como estrellas en el cielo. La iniciativa de la estructura de protenas ha llevado al desarrollo de nuevas tecnologas que incluyen estudios estructurales detallados por nanotecnologas y procesos rpidos de cristalizacin. Esta es claramente una muestra de la enorme dimensin de la tarea, que contrasta con el rezago tecnolgico de nuestros pases.


  Podemos entonces preguntarnos ¿qu es un proteoma? Se trata del complemento protenico expresado por un genoma o por un tejido. Los proteomas son dinmicos y cambian con el tiempo, con el estadio del desarrollo y con las condiciones intra y extracelulares. La protemica es el estudio de los proteomas; separa, identifica y caracteriza protenas a gran escala, define niveles de protenas celularmente, investiga complejos de protenas, elucida funciones, caminos metablicos e interrelaciones.


  La protemica tiene que analizar un nmero muy grande de protenas (4) (en organismos eucariticos es usualmente un nmero mayor que el nmero de genes presentes en el genoma); tambin se encarga de la caracterizacin funcional de tales protenas y de sus relaciones estructurales. En esencia, podemos decir que la genmica produce las estructuras primarias de las protenas, mientras que la protemica se encargar  de producir las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria.


  La informacin fluye en forma lineal del DNA genmico al RNAm por dos conjuntos de procesos contiguos llamados transcripcin y procesamiento y sigue fluyendo linealmente del RNAm a la protena, mediante un conjunto de procesos llamados traduccin (5). El resultado de ese flujo de informacin lineal es la estructura primaria de la protena y de todas las protenas de un genoma. A partir de la estructura primaria de la protena, ocurren tres hechos en tres dimensiones: todas las protenas se pliegan en estructura secundaria y terciaria, algunas sufren modificaciones postraduccionales y algunas adquieren estructura cuaternaria. Hasta hoy, el pensamiento gentico ha sido lineal. La protemica empieza donde empiezan los eventos que tenemos que entender en tres dimensiones. Ni la estructura primaria del gene ni la del RNAm ni de la protena misma dan indicaciones claras de la naturaleza del producto proteico ni de su funcin; por lo tanto, la primera tarea de la protemica consiste en identificar las protenas producidas por un genoma. Es decir, principalmente problemas tecnolgicos frente a cmo se pueden separar y visualizar las protenas en un proteoma, cmo se puede utilizar esta informacin para estudiar complejos proteicos y caminos metablicos, cmo se pueden identificar protenas separadas y cmo se pueden caracterizar en detalle tales protenas.


  Las principales tecnologas en desarrollo son las siguientes: tecnologa reproducible de electroforesis en geles en 2D; tecnologa de tincin y anlisis de los geles; tecnologa para la identificacin de las protenas, tal como la espectrometra de masas (2); tecnologas de manejo electrnico, tales como bases de datos (de genomas y de protenas); y, tambin, algoritmos de bsqueda y de recuperacin de datos.


  El reto principal de la protemica es la automatizacin y la integracin de las tecnologas mencionadas. Este es un reto cuya respuesta saldr, principalmente, de la bioinformtica.


  La electrofresis es la tcnica central para analizar un nmero grande de protenas al mismo tiempo (3). La tcnica electrofortica es relativamente antigua, fue inventada por Tiselius hace ms de 50 a&ntilde;os y, en 1956, Smithies y Poulick describieron el primer gel en dos dimensiones, mientras que en 1975, Patrick OFarell optimiz el proceso de separacin en 2D, tcnica que se utiliza hoy en da. En la primera dimensin se efecta el isoelectroenfoque utilizando gradientes inmovilizados de pH, es decir, las prote-nas se separan por su carga. En la segunda dimensin, la separacin de protenas se hace en presencia de SDS y las protenas se separan por su masa. Se pueden separar miles de protenas en un solo gel. La correcta preparacin de la muestra es frecuentemente el paso ms importante para un resultado exitoso.


  Las manchas en el gel son extradas y cada una es tratada con tripsina para producir un patrn caracterstico de pptidos, y stos se identifican por espectrometra de masas, una tcnica que mide la masa (en este caso, la masa de los pptidos producidos por digestin con tripsina) de las molculas con gran precisin. Los espectrmetros de masa tienen dos partes: una fuente de iones (como por ejemplo, MALDI o ESI, ver el siguiente prrafo) y un aparato medidor (como por ejemplo, cuadrupolos, trampas inicas y TOF). Las combinaciones de esta tcnica que ms se utilizan son las siguientes:


  • MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight Mass

  Spectrometry) o Espectrometra de masas, basada en la desorpcin ionizacin asistida por una matriz slida de rpida ocurrencia. Esta identificacin de protenas ocurre cuando stas estn inmovilizadas en una membrana o en una matriz de un gel. La tcnica es de baja eficiencia.


  • MALDI o ESI-MS (ElectroSpray Ionization Mass Spectrometry) o Espectrometra de masas por ionizacin en electroatomizado. Esta tcnica analiza protenas inmovilizadas en membranas o eluidas y digeridas en los geles.


  Los datos que salen de la tcnica de espectrometra de masas son fingerprints o huellas digitales de pptidos separados por masa. La identificacin de las protenas se hace por aprendizaje de mquina, refiriendo los patrones particulares de espectrometra de masas a una base de datos que sirve para entrenamiento.


  Un objetivo ms o menos inmediato de la protemica es la aplicacin de las tecnologas y datos a la investigacin en clnica humana. Otras reas de menor desarrollo en el conocimiento incluyen los estudios ambientales, investigacin en agricultura y en veterinaria, las cuales podrn usar los desarrollos de la protemica solo de mediano a largo plazo. Un objetivo claro de la protemica clnica es el descubrimiento de drogas clnicamente importantes, es decir, blancos potenciales para desarrollo farmacolgico, y mayor distancia entre los ricos y los pobres.


  En la actualidad, la computacin es un componente esencial de la investigacin en biologa. La masa de los datos producidos es tan grande que no se puede ni siquiera mirar sin la ayuda de un computador. Quizs la bioinformtica nunca haya enfrentado un problema de magnitud tan grande. Necesitamos bases de datos integradas, eficientes para entrar y sacar datos; as mismo, necesitamos mtodos computacionales avanzados tales como reconocimiento de patrones y otros enfoques de aprendizaje de mquina, para analizar y entender los datos.


  La computacin suministra herramientas poderosas para detectar relaciones sutiles entre los datos y sugiere hiptesis y rutas para la validacin experimental. Los genetistas antiguos hacan gentica impulsada por hiptesis, mientras los nuevos plantean hiptesis basados en los datos del computador, lo cual a&ntilde;ade as una dimensin nueva a la intuicin humana capacitndonos para obtener entendimientos adicionales. Quienes puedan integrar la computacin a sus tareas investigativas tendrn mucho xito. Para aprovecharnos de la riqueza de los datos necesitamos dos tipos de desarrollos computacionales:


  1. Infraestructura de las bases de datos que permitan almacenamiento y recuperacin eficientes, que sea biolgicamente intuitiva y con una interfase que permita la comunicacin entre bases de datos y cientficos de diferentes disciplinas.


  2. Sistemas inteligentes, agentes y software para discernir las relaciones entre los datos, de tal manera que se puedan formular hiptesis junto con experimentos de validacin. Debemos esperar que estos desarrollos en bioinformtica ayuden a responder preguntas fundamentales de toda la biologa, incluyendo preguntas que an no se han formulado. Podemos incluir en este punto la necesidad de entrenar la nueva generacin de cientficos multidisciplinarios, en lo cual la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca puede hacer una contribucin importante.


  Conclusin


  La definicin ms amplia de protemica puede ser la ms til; de hecho cualquier definicin de protemica debe llegarle al alma a los bilogos y los cientficos de la computacin. La protemica representa la lnea de conocimiento que quiere establecer las identidades, las cantidades, las estructuras, las funciones bioqumicas y celulares de todas las protenas de un organismo, rgano u organelo, y las formas como las anteriores propiedades varan en el espacio y el tiempo y con el estado fisiolgico y anmico. Una tarea de mucho tiempo que pueden dejar ms atrasados que antes.
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  Introduccin


  El advenimiento de los cultivos transgnicos desde mediados de la dcada de los 90 ha generado posiciones contrapuestas. Entre quienes se han manifestado en contra se encuentra una gama de sectores sociales que va desde ecologistas radicales hasta lderes religiosos, pasando por asociaciones de consumidores, algunos acadmicos en busca de notoriedad meditica, polticos y algn prncipe europeo, famoso por su psimo gusto. Ejecutivos de corporaciones multinacionales, academias de ciencia, investigadores cientficos del sector pblico y gobiernos soberanos han manifestado pblicamente su apoyo al uso de organismos genticamente modificados (OGM) en la agricultura. Suiza realiz un plebiscito para decidir el uso o la moratoria para los OGM, ganando la posicin a favor del uso. Muchos de los eptetos con los que se califican los cultivos transgnicos demuestran los excesos fundamentalistas a los que se ha llegado: Semillas de Satn, Alimentos Frankenstein , TecnologaTerminator. La polemica toma fuerza y se cuestiona desde la santidad de la naturaleza hasta las motivaciones econmicas de las corporaciones multinacionales. Una expresin de este fundamenta-lismo es la creacin de una Red por una Amrica Latina Libre de Transgnicos, mientras arden los problemas sociales y econmicos que han puesto contra la pared a varios pases del rea.


  Para una regin como Amrica Latina se hace urgente examinar los argumentos que se exponen pblicamente acerca de este tema, para tomar decisiones de poltica cientfica y poltica econmica en el camino de intentar romper la dependencia tecnolgica, disminuir la brecha en el conocimiento con los pases desarrollados y utilizar la biodiversidad para el desarrollo econmico. La base para la realizacin del exmen propuesto no puede ser otra que el conocimiento cientficamente validado.


  ¿Qu son cultivos transgnicos?


  Plantas transgnicas son el resultado de un proceso de mejoramiento gentico, en el que se transfiere al genoma de especies vegetales informacin gentica de cualquier organismo. De esta manera se han generado plantas a las que se les han introducido genes de pez, bacterias, virus, hongos, ratones, plantas no relacionadas o an genes humanos y genes artificiales. Los propsitos para desarrollar estos OGM vegetales han sido variados. Como nuevas respuestas a viejos y actuales problemas de la agricultura, se han producido plantas resistentes a herbicidas, insectos, enfermedades, salinidad, sequa, acidez, metales pesados, etc., o plantas modificadas para que produzcan molculas (anticuerpos, vacunas y frmacos) que se usan en terapias para el tratamiento de enfermedades humanas. El uso de la ingeniera gentica de plantas, tambin es intensivo en la ampliacin del conocimiento profundo de fenmenos biolgicos, tales como el proceso de florecimiento, las relaciones entre las plantas y los organismos (insectos, virus, hongos, bacterias), la produccin de fitohormonas, el stress oxidativo, el direccionamiento de protenas a organelas celulares, etc.


  El uso de plantas transgnicas como biorreactores para producir protenas de inters industrial o farmacolgico, concepto tambin conocido como «granja de genes», puede ser ilustrado con el modelo de vacunas comestibles. Las razones para trabajar en esta rea tienen que ver con que el 20% de los nios persiste privado de 6 vacunas: (difteria, tosferina, poliomielitis, sarampin, ttanos y tuberculosis), lo que supone 2 millones de muertes por ao. Charles J. Arntzen de la Universidad A&M en Texas (USA) propuso el desarrollo de vacunas comestibles a comienzos de los aos 90, basado en la introduccin de genes que codifiquen para protenas antignicas aisladas del genoma de microorganismos patgenos. Desde entonces se han desarrollado banano, lechuga, papa y tomate conteniendo vacunas contra la Hepatitis B, papas con vacunas contra E. coli,Vibrium cholerae y el Virus de Norwalk. Con algunas de ellas se ha llegado hasta la fase de pruebas clnicas con resultados positivos. Segn publica la revista Nature (2002) (1), experimentos en ratones han mostrado inmunizacin contra el sarampin al introducir en su alimentacin jugo de tabaco transgnico modificado para expresar protenas del virus. El sarampin es producido por un virus muy contagioso y se estima que provoca cada ao 800.000 muertes, en su mayora nios, principalmente en frica. Tradicionalmente se vacuna a los nios contra el sarampin entre los 1 y 5 aos, pero en pases en desarrollo y en zonas remotas no llega esta vacuna, la cual requiere refrigeracin, material asptico y personal mdico. Las ventajas de las vacunas comestibles son extremadamente interesantes para las sociedades de los pases pobres: las plantas OGM pueden cultivarse in situ, sin coste excesivo, con los mtodos tradicionales del lugar, ahorrando inconvenientes logsticos y econmicos del transporte a baja temperatura y eliminando el problema del uso de jeringas (1, 2).


  Una de las formas de medir la adopcin de la tecnologa transgnica es observar las estadsticas. Para el ao 2001, se estim un rea de 52.6 millones de hectreas de cultivos GM, laboradas por 5.5 millones de agricultores en 30 pases. De esta rea, 13.5 millones de hectreas fueron cultivadas en 6 pases subdesarrollados, la mayora (11.8 millones) en Argentina. Entre USAy Canad, Norteamrica cultiv el 74% de produccin agrcola de OGM. Sumada la agricultura mundial de soya, maz, canola y algodn, 271 millones en total, el 19% (51.49 millones) corresponde a cultivos transgnicos (3). En USA se han reportado pruebas de campo en 52 especies GM, incluyendo los mayores cultivos comerciales y cultivos forestales (4).


  ¿La ingeniera gentica «crea» organismos nuevos?


  Una de las afirmaciones ms frecuentemente repetidas es que el uso de las tcnicas del DNA recombinante «crea» organismos nuevos que producen efectos negativos per se y, por lo tanto, debe exigirse una moratoria en la investigacin y en la liberacn comercial. Algunos exaltados han quemado cultivos GM y asaltado laboratorios dedicados a la investigacn en ingeniera gentica. Como nuevos inquisidores, «Torquemadas posmodernos» salvan la «pureza» gentica de la naturaleza y muestran de paso en lo que se convierte la accin poltica de las ONG supuestamente pacifistas. Sin embargo, en la comunidad cientfica existe el consenso fundamentado de que no son los mtodos de DNA recombinante en s mismos los que son el problema inmediato, sino los fenotipos del organismo que ellos producen. El fenotipo y no el proceso es el que debe ser examinado (5).


  La Academia Nacional de Ciencias (NAS) y el Consejo Nacional de Investigacin (NRC) de USA en anlisis separados llegaron a la misma conclusin: no existe diferencia conceptual entre modificacin gentica de plantas y microorganismos por mtodos clsicos o por tcnicas moleculares que modifiquen DNA o transfieran genes (6). Los fenotipos, caractersticas fsicas de un organismo, estn determinados por la expresin gnica y no por como los genes son introducidos. Los organismos expresan genes que confieren resistencia a antibiticos, sin importar si los genes son introducidos por seleccin natural o fueron introducidos por manipulacin del DNA. Algunos van ms lejos y afirman que los mtodos basados en la manipulacin del DNA son ms precisos que los mtodos convencionales, e incluso, que sus resultados son ms predecibles (6). Tal afirmacin se basa en la caracterizacin detallada del transgene, tanto a nivel de secuencia como a nivel de producto, y en el conocimiento preciso del fenotipo de la planta transformada.


  Los resultados de la investigacin en genmica muestran evidencias que pueden servir para aclarar si un OGM es una novedad biolgica. La comparacn de secuencias entre la especie humana y diferentes organismos arroja resultados sorprendentes para algunos que quieren verse separados de la naturaleza como sujetos nicos y especiales. Ms del 95% del ADN del Homo sapiens es homlogo con el ADN del Chimpanc (Pan sp ); igual situacin se presenta con el 30% del genoma de la levadura de la cerveza (Sacharomyces cereviceae). Entre 40 a 50 genes del genoma humano son similares a genes bacterianos. Dicho de otra manera, lo que hace a la especie humana est ampliamente distribuido en las dems especies biolgicas en trminos de DNA, lo que implica una relacin profunda y verdadera con la naturaleza. No tiene ms sentido hablar del origen de los genes, cuando es cada vez ms evidente que el origen es el mismo: todos somos transgnicos.


  Un anlisis vlido desde el punto de vista evolutivo seala que, en trminos de tiempo geolgico (millones de aos), todas las combinaciones gnicas han sido probadas; si no existe una combinacin dada es porque su valor adaptativo fue muy bajo y fue eliminada por la seleccin natural. La ingeniera gentica no puede «hacer» un organismo ms «perfecto» de lo que las fuerzas evolutivas moldearon. Las poblaciones biolgicas son balances dinmicos que almacenan o rechazan las novedades genticas. Como la transgnesis se aplica sobre variedades mejoradas, que son significativamente menos adaptadas que otros genotipos de la misma especie, debido al proceso de domesticacin intensiva que han sufrido, necesitan de agua, nutrientes, manejo integrado que los proteja del ataque de patgenos e insectos. Esto los hace much- simo menos eficientes en la competencia feroz que se libra en un ecosistema natural por espacio y nutrientes.


  Alimentacin humana y OGM


  Los alimentos transgnicos son sometidos a una serie de evaluaciones rigurosas sobre su seguridad alimentaria y sus cualidades nutritivas antes de llegar al mercado. En este sentido, histricamente son los alimentos ms bioseguros que existen y han existido. Para esta evaluacin se utiliza el concepto de «equivalencia sustancial», segn el cual, si un alimento procedente de la nueva biotecnologa se puede caracterizar como equivalente a su predecesor convencional, se puede suponer que no plantea nuevos riesgos y, por lo tanto, que es aceptable para consumo. Los pases desarrollados siguen profundizando en este enfoque, de modo que en la actualidad se estn desarrollando nuevas metodologas de evaluacin que incluyen la identificacin de niveles de nutrientes, antinutrientes y posibles toxinas y alergenos. Algunos crticos (7) han sealado que el enfoque de equivalencia sustancial es inadecuado para encarar los posibles riesgos de las plantas transgnicas y quisieran que dichas plantas fueran sistemticamente analizadas en busca de cualquier diferencia cualitativa o cuantitativa respecto de las plantas tradicionales. Usando esta misma lgica, habra que realizar carsimos y complejos ensayos con todas las nuevas variedades de plantas que se producen, independientemente del mtodo de obtencin, y las pruebas se multiplicaran al infinito si se quisiera conocer cmo afectan diversos factores ambientales a su composicin a lo largo del tiempo.


  Existen tambin preocupaciones ticas derivadas del despliegue de los OGM potencialmente usados en alimentacin humana. Segn un estudio realizado en 1993 en Inglaterra y citado por Aldridge (8), se consideran sensibles ticamente los siguientes casos: la transferencia de genes humanos hacia animales o plantas que son usados en la alimentacin; la transferencia de genes de animales prohibidos por algunas religiones a animales que est permitido comer; y la transferencia de genes animales a cultivos alimenticios, lo que podra ser inaceptable para algunos grupos vegetarianos. El mismo estudio mostr actitudes diferentes frente a la modificacin gentica. Los musulmanes britnicos claramente diferenciaban entre especies mejoradas de manera convencional y aquellas mejoradas por transgnesis, mientras judos y cristianos consideraban que la especie humana tiene el poder de usar la naturaleza para su beneficio.


  Las corporaciones multinacionales


  Uno de los ms grandes debates en torno a la ingeniera gentica es la identificacin que hacen sus detractores con las corporaciones multinacionales de productos agroqumicos. Se afirma que la tecnologa transgnica ha sido desarrollada por y para las multinacionales, de tal manera que no puede ser apropiada por los pequeos agricultores y los campesinos del tercer mundo, y que todos los productores agrcolas del mundo sern de esta manera encadenados a los intereses econmicos y polticos de las multinacionales.


  Las 10 mayores compaas de semillas controlan el 30% del valor del mercado comercial de semillas que es de 24 mil millones de dlares, mientras las 10 mayores corporaciones de agroqumicos controlan el 84% del valor del mercado de agroqumicos, calculado en 30 mil millones de dlares. Despus de dos dcadas de rpidas fusiones y adquisiciones, cinco de los ms grandes «gigantes genticos» dominan el mundo: Pharmacia (que compr Monsanto), Dupont, Syngenta, Aventis y Dow. Estas empresas tambin se cuentan entre las 10 corporaciones de semillas ms grandes del mundo. El 74% de las patentes en agrobiotecnologa fue obtenido por el mismo grupo de empresas (9). Este resultado se percibe en los dems sectores de la economa. Slo 10 compaas farmacuticas controlan el 48% del valor del mercado mundial, calculado en 317 mil millones de dlares, mientras 32 de las principales cadenas de supermercados controlan el 34% del mercado global de distribucin de comestibles, que tiene un valor estimado de 2.8 billones de dlares. La hegemona corporativa est abrumando a los gobiernos y minando la soberana nacional (9). No es exactamente el uso de la ingeniera gentica el responsable de esta situacin.


  sta es una caracterstica propia del sistema econmico actualmente vigente en el mundo. La ingeniera gentica es un instrumento tecnolgico, derivado de los desarrollos del conocimiento cientfico. Como tal, es utilizado por cada sector de la sociedad para su beneficio. La visin polticamente rentable, pero extremadamente simplista, de equiparar cultivos transgnicos con multinacionales, conduce a la imposicin de modelos neocoloniales de la misma catadura que los que se denuncian. La alternativa para nuestras sociedades latinoamericanas no puede estar entre el imperialismo corporativista y el ecoimperialismo.


  Ingeniera gentica y tercer mundo


  Las dimensiones del reto que se enfrenta pueden aparecer claras en estadsticas que son dramticas: 800 millones de personas sobre la Tierra son pobres y malnutridas; 40 mil personas mueren cada da de desnutricin y la mitad de ellos son nios. Para el 2025, existirn 8 billones de personas, 600 millones de las cuales contribuirn para el crecimiento aterrador de la pobreza (10). Adems de polticas justas de distribucin, cambios en el modelo econmico, ms democracia y menos concentracin del poder, y privilegiar el trabajo sobre la especulacin financiera, se necesita incrementar la produccin de alimentos y el poder de compra, principalmente en los pases pobres y subdesarrollados. Para el 2020, los agricultores del mundo debern producir 40% ms de granos, 200 millones de toneladas extras en los pases ricos y 500 millones de toneladas adicionales en los pases pobres (10).


  Segn algunos expertos, la mera redistribucin no soluciona el problema porque la capacidad de produccin de los pases desarrollados no es suficiente para satisfacer la demanda mundial de alimentos (11). Existe un imperativo moral para desarrollar los medios para alimentar la poblacin mundial sin causar dao irreversible al ambiente. La aceptacin de cada producto necesita ser evaluada por cada sociedad en la que va ser usado, con base en sus propios criterios morales y ticos, incorporando los estndares globales de qu es saludable o sostenible. No es tico para nadie prohibir una tecnologa que puede ayudar a sustentar la seguridad alimentaria de otros (12).


  Las plantas transgnicas comercializadas hasta ahora tienen un limitado efecto sobre la produccin agrcola mundial. Son desarrolladas para la agricultura mecanizada intensiva, orientadas a la reduccin de costos en reas agrcolas que ya tienen altos niveles de productividad o con el propsito de incrementar el valor del producto final. La estrategia ms efectiva para asegurar niveles de produccin de alimentos suficientes debera ser incrementar la productividad en pases pobres, en reas de agricultura de subsistencia donde se necesita urgentemente incrementar la produccin de alimentos y donde los rendimientos de los cultivos son significativamente ms bajos. En el trpico y subtrpicos de los pases subdesarrollados, los suelos pobres y las condiciones climticas favorecen plagas de insectos, vectores de enfermedades, as como agentes patgenos para los cultivos, incrementando las prdidas de postcosecha, mientras hay carencia generalizada de recursos econmicos para adquirir semillas de alta calidad, fertilizantes y agroqumicos (13).


  Existen numerosas formas mediante las cuales la productividad agrcola puede ser incrementada en forma sostenida: uso de fertilizantes biolgicos, mejorar el control de plagas y enfermedades, conservar el suelo y el agua, producir variedades mejoradas por mtodos biotecnolgicos o por mtodos tradicionales. Las variedades transgnicas y el futuro producto de la genmica funcional son la ms importante promesa para aumentar la produccin agrcola y la productividad, cuando son apropiadamente integrados dentro de sistemas tradicionales. La tecnologa transgnica puede ser aplicada al mejoramiento de diferentes caracteres y en diferentes cultivos y no requiere mayores cambios en las prcticas agrcolas de los pequeos agricultores (13).


  Los problemas que afectan especficamente la agricultura en los pases subdesarrollados no son adecuadamente estudiados o son desconocidos. La investigacin y el desarrollado del sector privado est dirigido por consideraciones de mercado y no por consideraciones filantrpicas. Las grandes corporaciones multinacionales no trabajan en los cultivos de los pobres, tales como yuca, millo, sorgo, legumbres (diferentes a soya) y ame (10). Centenas o miles de millones de personas en las prximas dcadas van a tener urgente necesidad de alimento, pero la tecnologa necesaria para producirlos no va a estar disponible para ellas. El ambiente tambin est en riesgo: 11 millones de hectreas de selva tropical son reconvertidas para la produccin agrcola. La conversin indiscriminada de selva tropical en tierra agrcola va a tener rpidamente ms consecuencias ecolgicas que los posibles riesgos del uso de cultivos GM (13).


  La produccin de cultivos GM no es una tecnologa extremadamente compleja y est claramente dentro de la capacidad de institutos nacionales de investigacin en muchos pases subdesarrollados como Argentina, Mxico, Brasil, Colombia, China y Corea del Sur entre otros. Esta tecnologa est siendo utilizada por institutos del Grupo Consultivo para la Investigacin Agrcola Internacional (CGIAR), tales como el CIMMYT (Mxico), IIRRI (Filipinas), IITA (Nigeria) y CIAT (Colombia), cuyo mandato est orientado a los cultivos de los pobres (10). Pero la investigacin y aplicacin de la tecnologa del DNA recombinante a los problemas de la agricultura de los pases subdesarrollados no puede seguir el mismo modelo de los pases desarrollados. La investigacin debe partir de la base del estudio de las prcticas campesinas y con la participacin directa de los productores agrcolas. El principal propsito de esta aproximacin no es el de transferir tecnologa simplemente, sino el que los agricultores se empoderen de ella para mejorar la produccin y la calidad de sus vidas, mediante la sinergia entre cultivos de pancoger, cultivos comerciales, explotacin pecuaria, agroforestera y acuacultura dentro de un sistema integrado de suelos, aguas y nutrientes (14). Desde luego, deben solucionarse asuntos que exceden el papel de los investigadores cientficos y que son tanto o ms importantes que el uso de la biotecnologa agrcola: reforma agraria, polticas para el desarrollo rural y la creacin de empleo; polticas que, en general, se orienten a favorecer a los agricultores y a la agricultura. Esto no parece fcil en la poca de las transformaciones neoliberales, de «aperturas» contra la produccin agraria nacional, de cambio del discurso sobre seguridad agroalimentaria al de bsqueda de nichos de mercado. De todas maneras, si la armazn que soporta el desarrollo agrcola est colocada en su sitio, entonces la biotecnologa puede jugar su papel.


  El sector pblico de la investigacin debe mirar aquellas aplicaciones que potencialmente contribuyen a reducir la inseguridad alimentaria, la pobreza extrema y la degradacin ambiental, y que no van ser desarrolladas por las fuerzas del mercado.


  Cultivos transgnicos en Colombia


  En Colombia, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) estableci por medio del acuerdo 0013 del 22 de diciembre de 1998 el Comit Tcnico Nacional para la introduccin, comercializacin, produccin y liberacin de OGM vegetales, constituido por los representantes de los ministerios de Agricultura, Ambiente y Salud, y de la Universidad Nacional de Colombia; los directores de las divisiones de semillas, sanidad vegetal y bioseguridad del ICA, representantes de los gremios de industriales (ANDI), productores de semilla (Acosemillas), agricultores (SAC) y campesinos

  (ANUC). En la misma fecha se estableci la resolucin 03492 del ICA que determina las condiciones para la introduccin, comercializacin, produccin y liberacin de OGM vegetales, basada en las reglamentaciones internacionales. Sobre esta base se autoriz la liberacin comercial del clavel azul, producido para exportacin por la empresa Flores Colombianas, la realizacin de pruebas de campo a pequea escala del algodn Bollgardä resistente a insectos (de Monsanto), el arroz resistente al virus de la hoja blanca y la yuca Bt resistente a insectos (del CIAT), adems de aprobar el inicio de trabajos experimentales de transformacin en Brachiaria y Stiloshantespara

  el CIAT, en Caf para Cenicaf y en Caa de azcar para Cenicaa.


  Conclusin


  Para construir el consenso sobre el uso o no de la tecnologa transgnica, las sociedades latinoamericanas necesitan entender los beneficios de los cultivos GM y los temas asociados en el terreno de la moral, la tica, la poltica, la economa, la cultura y lo social. Es importante que se discuta en pblico la informacin validada por la comunidad cientfica. La responsabilidad de la comunidad cientfica no es solamente realizar descubrimientos, sino asegurarse de que la toma de decisiones se haga sobre informacin validada (12).


  La aplicacin de la ingeniera gentica a la agricultura no resolver por s misma los problemas de la produccin de alimentos, contaminacin, erosin y traer una nueva poca dorada para la humanidad. Sin embargo, hace parte del conjunto de herramientas que pueden y deben ser usadas para resolver los enormes problemas de las sociedades humanas en este inicio del siglo XXI. La ingeniera gentica de plantas no produce monstruos que van a devorar a sus creadores y a acabar con el ambiente. Como cualquier producto de la ciencia puede ser utilizado por los actores econmicos para sus intereses; no es malo o bueno por s mismo. Es imperativo elevar el debate para evitar caer en las posiciones ideolgicas de algunas ONG para delimitar y manejar los riesgos derivados del uso de los OGM y encontrar en qu contextos su uso puede ser benfico para la sociedad en su conjunto.
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  ENSAYO


  Introduccin


  Aunque parte importante de las decisiones que han de tomar los equipos de salud en la atencin a enfermos terminales corresponde al mdico o al equipo mdico, no es menos cierto que las consecuencias de esas decisiones afectan de manera muy clara el quehacer diario y la conciencia de las enfermeras que deben cuidar y atender a esos pacientes. Y, por otra parte, los cuidados de enfermera que deben darse a los enfermos terminales tambin plantean sus propias tomas de decisiones ticas que han de saber resolver -o intentar resolver- las propias enfermeras. Adems, en la fase final de la vida «disminuye lentamente la funcin del mdico y se hace ms importante la de la enfermera: pasa a ser una importante fuente de informacin y consulta, y toma cada vez ms la iniciativa» (1).


  Como sealan expertos en cuidados paliativos, «el mdico, cuando considere que el proceso es irreversible y terminal segn los indicadores cientficos objetivos, abandonar la idea de curar y se emplear a fondo en el oficio muyexigente de ciencia, competencia y humanidad, que consiste en aliviar y consolar, en procurar su mayor bienestar material y espiritual, as como prestar su apoyo a los allegados de ste (1). Desde el punto de vista clnico, es bien conocido que los pacientes que son ayudados a enfrentarse con la muerte y a sobrellevar ese conocimiento, atraviesan esta etapa con ms paz y con menos sntomas de alteraciones del comportamiento» (2).


  La mayora de estos pacientes no fallece de forma sbita, sino que normalmente entra en un perodo de deterioro gradual muy importante con disminucin progresiva del nivel de conciencia, cambios bruscos o crisis con fallos orgnicos multisistmicos, etc. El tiempo que transcurre desde el inicio del coma a la muerte es muy variable y va desde unas pocas horas a un par de semanas, pero generalmente ocurre en 24-48 horas. Este sera el perodo propiamente terminal del enfermo, aunque aqu utilizaremos un concepto ms amplio que puede comenzar cuando se diagnostica una enfermedad o situacin crnica irreversible, que va a causar la muerte del paciente. Son situaciones que producen un gran impacto emocional tanto en el paciente como en la familia y en el propio equipo sanitario que ha estado intentando su curacin, el cual debe cambiar desde ese momento el enfoque y la finalidad de su actuacin (3).


  1. Preparar al paciente para enfrentar la muerte con dignidad


  Es ste uno de los cometidos de todo el equipo sanitario, que debe realizarse de acuerdo con la familia y con las sucesivas etapas emocionales de adaptacin que se presentan en mayor o menor medida en todos los casos: deseos de conocer o de confirmacin del diagnstico, shockcon fuerte conmocin interna, fase de negacin, enfado, negociacin o pacto, depresin, resignacin y aceptacin final (4).


  El paciente terminal experimenta una serie de inquietudes con preguntas que en ocasiones no se atreven a hacer ni a s mismos; temores que expresarn en la medida en que encuentren profesionales de la salud a su lado que sean sensibles y comprendan lo que subyace en sus comentarios y dudas; dependencias fsicas y psquicas que pueden desmoralizarle y hacerle perder su propia autoestima y dignidad personal; bsqueda de un sentido: encontrar en medio de la desesperanza y depresin un sentido de lo que les ocurre, el sentido del sufrimiento, del dolor y, en definitiva, de su propia muerte. Pueden y deben encontrar en los profesionales sanitarios que les atienden una gran ayuda para adaptarse a ese proceso del morir, a esa despedida de sus seres queridos, antes de entrar en la inconsciencia; y los mdicos y enfermeras deben estar preparados, profesionalmente tambin, para prestar este cuidado sanitario, psquico y plenamente humano, en condiciones ms difciles de atencin al paciente (5).


  En definitiva, se trata de saber disponer al paciente para una muerte afrontada con dignidad. Para esto es necesario resolver una serie de puntos (6):


  1. Lo primero es saber que se est muriendo. De este modo, procurar resolver sus asuntos, tomar sus disposiciones, cumplir sus promesas o simplemente despedirse.


  2. Es necesario que el enfermo pueda seguir siendo, en cierto modo, agente, y no simplemente paciente. Por ello debe intervenir en las decisiones que se deban tomar sobre su enfermedad o sobre su persona. El paciente debe recibir verdadera informacin acerca de las decisiones y procedimientos que le afecten a l y a su bienestar y debe consentirlos antes de que se lleven a cabo.


  3. Hay que preservar en la medida de lo posible la autonoma y autocontrol del paciente. La sensacin de menor dignidad resulta de la excesiva dependencia y la prdida de control de las funciones orgnicas.


  4. Deber mantener en la medida de lo posible ciertas actividades y relaciones familiares, sociales y profesionales. Sentirse persona implica ser capaz de relacionarse. Si el enfermo nota que es dejado de lado, que se evitan sus preguntas, que no es tocado al saludarle, etc., notar que pierde dignidad, no se sentir tratado como persona. Una de las ventajas del sistema Hospiceanglosajn es que facilita precisamente una mayor y libre interaccin del enfermo con familiares, amigos, mdicos, etc.


  5. Se debe proteger la prdida de la imagen corporal. Hay que evitar que el enfermo se sienta desfigurado o depauperado.


  6. El sentirse persona es a menudo mantenido por consideraciones transcendentes. Al enfermo se le debe facilitar el apoyo espiritual si lo desea.


  2. tica del tratamiento paliativo del dolor


  Cuando ya no es posible curar al paciente, queda en primer plano el aliviar su sufrimiento, que no slo es ticamente obligatorio sino que, adems, justifica plenamente las actuaciones paliativas, que «son vlidas, satisfactorias y gratificantes si consiguen tal finalidad» (7).


  El profesional sanitario que trata enfermos en situacin terminal tiene obligacin de estar bien entrenado en el manejo de los diversos niveles de analgesia y aplicar en cada caso el conveniente para la situacin del enfermo. En caso de que no consiga un eficaz control del dolor o se requieran tcnicas especializadas (neurociruga, radioterapia, neuroanestesia, etc.), debe poner al enfermo en manos del especialista indicado en su caso.


  Cuando el enfermo se encuentra moribundo y el objetivo sea conseguir el mximo control del dolor, se pueden utilizar pautas de sedacin en las que exista la capacidad de despertar y llevar o seguir una conversacin lcida.


  En trminos generales, existe la obligacin tica de no privar de la conciencia de s mismo sin verdadera necesidad. Sin embargo, cuando se pretende la supresin de la sensacin dolorosa, si existen motivos serios y las circunstancias no imponen lo contrario, se puede evitar el dolor, aunque la narcosis lleve consigo una supresin o disminucin de la conciencia.


  Si de la aplicacin de algn frmaco se siguiera un acortamiento de la vida como efecto no buscado, tampoco habra inconveniente en administrarlo. De todos modos, en la bibliografa especializada actual, no se cita ese efecto entre los adversos que se producen durante el uso prolongado de opiceos. Sin embargo, algunos autores anotan que, por su efecto depresor del centro respiratorio, podran facilitar la aparicin de infecciones respiratorias. Por el contrario, otros sealan que globalmente los opiceos alargan el tiempo de vida al paciente: «evidencias circunstanciales, sugieren que el uso correcto de la morfina prolonga la vida del paciente con cncer en la medida en que se ve libre del dolor, en mejor situacin para descansar, dormir y comer y, generalmente, se siente y est ms activo» (8).


  En resumen, lo que se pretende desde los cuidados paliativos «es dar la atencin adecuada al enfermo, que le lleve a tener la mejor calidad de vida posible y que le permita llegar al desenlace final de su proceso en una situacin de comprensin y ayuda, respondiendo de forma profesional a las necesidades fsicas, emocionales, sociales y espirituales, dando prioridad a los objetivos del propio enfermo, tanto por parte de los profesionales como de su familia, a la que se le ofrecen los medios y ayuda necesarios para llevarlo a cabo. En un mbito hospitalario o mejor an, en su propio domicilio» (9).


  3. Cuidados mnimos y medidas de soporte vital para pacientes en cuidados intensivos


  El enfermo en situacin terminal, ingresado en una UCI, sigue precisando de cuidados mdicos y atencin de enfermera (10). Las manifestaciones clnicas que requieren tratamientos y cuidados especficos durante la enfermedad terminal son muy variadas.

  Ciertamente, la administracin de analgsicos, sedantes, antibiticos de uso comn, transfusiones y oxigenoterapia, as como la colocacin de sondas, drenajes y venopuncin, son de uso corriente. Los cuidados otorgados a un paciente en estado terminal no son aplicados como medios para preservar la vida, sino que se aplican en razn de una asistencia ticamente obligada.


  Tal y como se expres en la «Declaracin de tica en Medicina Crtica y Cuidados Intensivos», «los intensivistas debemos ser conscientes de que este desidertum (la reincorporacin del paciente al seno de sus familias y de la sociedad) no es lograble en todos los pacientes. En algunos casos la recuperacin es slo parcial, y en otros ser la muerte el resultado. Tener clara esta realidad es muy importante a fin de evitar el exceso de teraputica o la prolongacin innecesaria del morir» (11). Tambin es muy interesante el anlisis de las peculiaridades en cuidados intensivos peditricos, y la necesidad de definir bien la situacin crtica -tanto en adultos como en nios- que exige la permanencia en la UCI, de la situacin grave crnica, que puede y ticamente sera ms conveniente que fuese atendida en hospitalizacin domiciliaria (12).


  Con independencia de su salud o condicin, toda persona tiene derecho a recibir unos cuidados mnimos, si no se quiere menospreciar su dignidad. Los cuidados sanitarios, cuando excepcionalmente han de ser aplicados por tcnicas especiales, pueden perder su carcter de obligatoriedad y convertirse en cuidados extraordinarios o desproporcionados.


  En el caso de los pacientes en estado terminal y tratados en una UCI, hay algunos autores que sealan que la futura calidad de vida es la referencia que determina si a un paciente se le deben aplicar tratamientos o incluso esos cuidados mnimos. Si se adopta tal principio, la diferencia entre no cuidar a un paciente y la eutanasia directa difcilmente podr ser mantenida.


  Se estima que los cuidados bsicos o mnimos para mantener la vida humana son la hidratacin y la alimentacin. «De toda persona humana se espera moralmente que ayude a otro ser humano en situacin de malestar. Un paciente terminal no es una excepcin. El mdico, la familia, los amigos, las enfermeras, los trabajadores sociales y otros individuos cercanos al paciente moribundo estn obligados a proveer ayuda o soporte incluyendo cuidado psicosocial y emocional hasta el final. La alimentacin y nutricin son parte y parcela de ese cuidado que no se distingue del acompaar, hablar, cantar, leer o simplemente escuchar al paciente moribundo. Hay veces en las que la especfica terapia mdico-quirrgica no est indicada por ms tiempo como apropiada o deseable para un paciente terminal. En ninguna ocasin, sin embargo pueden abandonarse las medidas de soporte general acelerndose por lo tanto la muerte del paciente» (13).


  En opinin de Martnez Baza, la hidratacin por sonda nasogstrica o por va endovenosa (sin referirnos a la va oral), son habitualmente beneficiosas para un enfermo terminal. En primer lugar, ayudan a mantener ciertas funciones que en un estado de alteracin del equilibrio hidroelectroltico no se conservar an. Nos referimos, por ejemplo, a la funcin renal o al estado de alerta mental. En ambos casos es indudable que contribuyen al bienestar del paciente. Tambin contribuyen a aliviar ciertos sntomas que causan malestar al paciente (dificultad para eliminar secreciones bronquiales, sed o complicaciones provocadas por sequedad de mucosas, por ejemplo). En ltimo lugar, es indudable que colaboran y ayudan psicolgicamente evitando que el paciente se sienta abandonado (14).


  Sin embargo, en el caso del paciente en estado agnico que habitualmente es incapaz, se producen alteraciones fisiolgicas que hacen difcil el equilibrio electroltico, por lo que la hidratacin por cualquiera de las vas no aportar beneficios y se convertir en un cuidado extraordinario, tal vez solamente justificable para que la familia no considere que existe un abandono del moribundo.


  En el caso del paciente en estado vegetativo permanente (EVP) por lesin cerebral, la situacin es muy distinta, pues no se trata de un paciente terminal en el sentido anteriormente definido, aunque sea incapaz. En este caso, la hidratacin por sonda o por va endovenosa otorgar los beneficios antes sealados y las cargas para el paciente y el personal sanitario sern mnimas, por lo que podemos considerarlo siempre un cuidado bsico o mnimo en todos los casos.


  4. La alimentacin en el enfermo terminal


  Respecto a la alimentacin es preciso matizar algo ms. Se puede considerar la alimentacin como un cuidado mnimo, pero no necesariamente de cualquier modo. Sera un cuidado ordinario alimentar por sonda nasogstrica y si se espera una supervivencia razonable podra tambin incluirse la alimentacin por gastrostoma. Sin embargo, la alimentacin parenteral de hidratos de carbono, lpidos y protenas, habitualmente se puede considerar como un cuidado extraordinario, pues plantea mayores problemas de aplicacin, su costo es elevado, el paciente ha de estar hospitalizado, debe ser controlada por personal mdico y no est exenta de riesgo.


  En los pacientes en estado agnico, no es obligada la alimentacin. En los pacientes en EVP, la alimentacin por sonda o gastrostoma se considera cuidado ordinario y, por va endovenosa, extraordinario. La obligatoriedad o no de estos cuidados, segn sean o no ordinarios, recae tanto sobre la familia como sobre el personal sanitario que atiende a esos pacientes.


  Los que atienden al paciente han de tener en cuenta algunos principios:


  - que conforme se acerca un paciente a la muerte se vuelve cada vez ms desinteresado por la comida y, en menor medida, en la toma de lquidos.


  - que los inapetentes son incapaces de disfrutar de una comida abundante.


  - que sus necesidades calricas son ahora mucho menores.


  - que no est comprobado que una terapia nutricional agresiva en estos enfermos pueda mejorar su calidad de vida.


  Es necesario valorar las causas de los trastornos del apetito y tener en cuenta, en lo posible, las preferencias del paciente, presentacin y preparacin de las comidas, horarios, dietas especiales, etc. Otra forma importante de ayudarles es dar poco nfasis a su prdida de peso.


  5. El empleo de medios terapeticos «desproporcionados»


  ¿Hasta qu punto hay que agotar con un enfermo todos los medios teraputicos? ¿Es tico emplear curas costosas y difciles aunque den slo una pequea esperanza de xito? ¿Es obligatorio poner todos los medios disponibles en cada caso para mantener a un enfermo en vida el mayor tiempo posible? ¿Se puede o se debe prolongar artificialmente la vida?


  A la hora de encontrar solucin a estos problemas se afirma que no siempre hay que recurrir a toda clase de remedios posibles. «Hasta ahora los expertos solan responder que no siempre se est obligado al uso de remedios «extraordinarios» para mantener la vida. Actualmente, en cambio, tal respuesta, siempre vlida en principio, puede parecer tal vez menos clara, tanto por la imprecisin del trmino como por los rpidos progresos de la terapia. Por este motivo se prefiere hablar de medios «proporcionados» y «desproporcionados». Para valorarlos habr que tener en cuenta el tipo de terapia, el grado de dificultad y de riesgo que comporta, los gastos necesarios, y las posibilidades de aplicacin con el resultado que se puede esperar de todo ello, teniendo en cuenta las condiciones del enfermo y de sus fuerzas fsicas y morales. Con estos elementos habr datos suficientes para decidir un tratamiento que prolongue la vida o para conformarse con los medios normales que la Medicina puede ofrecer» (16).


  Los interrogantes citados se plantean frecuentemente en los medios de difusin, en los planteamientos pro-eutanasia, etc. Aunque no se puede generalizar, en nuestra opinin, el problema afecta ms a enfermos que reciben terapias intensivas que a pacientes en situacin terminal en general o que estn en atencin domiciliaria. Entre los profesionales que se dedican a los cuidados paliativos, quiz por la aportacin que desde hace aos viene haciendo el movimiento «Hospice», parece que estos dilemas no lo son tanto. Aplicando el principio teraputico o de beneficencia, que lleva a enjuiciar cada situacin buscando el bien del enfermo, y el principio de autonoma, que lleva a respetar el derecho del paciente a intervenir en la toma de decisiones sobre el tratamiento a realizar, se puede encontrar una solucin tica para cada situacin concreta.


  Por ltimo, cabe sealar que, desde el punto de vista tico, tambin es aceptable la postura contraria. A falta de otros remedios y de acuerdo con el paciente, es lcito recurrir a los nuevos medios que ofrece una medicina de vanguardia, aunque todava se encuentren en fase experimental y no estn libres de todo riesgo; con esa actitud el enfermo podr, incluso, dar ejemplo de generosidad para el bien de la humanidad.


  6. La certificacin de la muerte cerebral


  Es la situacin final en el tratamiento al paciente terminal y tambin incluye una serie de aspectos ticos importantes. Certificar bien y conforme con los criterios establecidos para determinar la muerte de todo el cerebro, es un deber tico para con el paciente. En este sentido, algunas de las nuevas teoras neocorticalistas no tienen un debido respeto tico al paciente: suponer que se puede adelantar la certificacin de la muerte a que est daada solamente la corteza cerebral, supone un enorme riesgo en el caso de pacientes en coma vegetativo persistente que pudieran ser utilizados para donacin de rganos o en el caso de nios anenceflicos (17).


  Es necesario, en nuestra opinin, certificar de modo absoluto la muerte de todo el cerebro, dentro de ese proceso en que consiste el morir.


  7. Los derechos del enfermo terminal


  Sealaremos solamente algunos de los aspectos ms importantes que deben tenerse en cuenta desde la atencin de enfermera.


  7.1 Intervencin del enfermo en la eleccin del tratamiento. Como ya se ha expuesto, una de las lneas ticas del cuidado al paciente en situacin terminal marca la necesidad de no reducir al enfermo a ser simplemente «paciente» (no-agente) en su enfermedad. En este sentido es fundamental su intervencin en la toma de decisiones que le ataen. Es lo que se ha dado en llamar «doctrina del consentimiento informado» (18).


  El respeto a la autonoma del paciente lleva a realizar algunas consideraciones:

  a) Los pacientes tienen autoridad tica y legal para renunciar a algunos o todos los cuidados. Se considera «renuncia no voluntaria» de un tratamiento de sostenimiento a la que se produce cuando un paciente no da un efectivo consentimiento ni un rechazo. A menudo surge porque la capacidad de tomar decisiones es inadecuada y, entonces, un representante tendr que decidir de acuerdo a los supuestos intereses del paciente.


  b) La autodeterminacin habitualmente obliga al equipo mdico a otorgar los cuidados elegidos por el paciente, excepto cuando estos vayan contra la prctica mdica acostumbrada, es decir, cuando supongan intervenciones que a su juicio son contrateraputicas.


  c) Si bien los pacientes no toman las decisiones independientemente de las opiniones de otros, no deben sufrir influjos tales que su libre eleccin sea impedida. En muchas situaciones de cuidados de salud, los pacientes son en alto grado dependientes de los profesionales de la salud; esta disparidad crea una obligacin para el equipo mdico de reducir la tendencia de algunos pacientes a actuar bajo una equivocada comprensin de su situacin o con un sentimiento de impotencia, de modo que los individuos puedan ejercer efectivamente la autodeterminacin.


  d) Es inaceptable que un paciente capaz de efectuar elecciones informadas sea excluido del proceso de decisin, pues se lesiona el principio de autodeterminacin y se permitira a terceros influir sobre la duracin de su vida o ponerle eventuales cargas. Obviar la eleccin del paciente puede ser, en muchos casos, ms grave que enfrentar al paciente con elecciones difciles. La nica excepcin ser cuando libremente el paciente delega la capacidad para tomar decisiones en otras personas.


  e) Para el real y efectivo ejercicio de la autodeterminacin, los profesionales de la salud deben lograr que los pacientes comprendan su actual estado mdico, incluida la probable evolucin si no se efecta el tratamiento: que conozcan las intervenciones que podran serle de ayuda, incluida una prescripcin de los procedimientos, la probabilidad y efecto de los riesgos asociados y de los beneficios; por ltimo, que sepan cul es la opinin del mdico.


  En definitiva, la cuestin no es simplemente informar al paciente de su enfermedad, sino ms bien hacerle participar en la eleccin de las posibles terapias. En todo caso, la verdad debe ser dada a conocer con prudencia y cuidado, evitando que provoque un indebido trauma psquico.


  7.2 El derecho del enfermo a la verdad. Una de las cuestiones ms difciles en la toma de decisiones en el trato con el enfermo en situacin terminal es la que se refiere al derecho a conocer la verdad de la enfermedad que padecen. No porque alguien niegue tal derecho, que todos reconocen, sino porque a l se aade, y con frecuencia se contrapone, otro elemento que viene a complicar las cosas: el de suponer que el enfermo no est preparado para recibir una noticia que podra serle contraproducente y, en consecuencia, se le oculta la realidad de su mal. Es decir, se acepta en principio que todo enfermo tiene derecho a estar informado de su dolencia; pero como en la prctica se supone que la verdad puede resultar perjudicial, se opta por no dar informacin.


  La comunicacin con el enfermo es una parte fundamental del acto mdico. El mdico informa al enfermo sobre su padecimiento y es entonces cuando el paciente tiene oportunidad de solicitar informacin sobre aspectos de su inters. Tambin intervienen los profesionales de enfermera que le atienden y deben tener una buena comunicacin con el mdico para trasmitir al enfermo la informacin adecuada. En la comunicacin con el enfermo en situacin terminal, el mdico y la enfermera deben llevar a cabo una actividad altamente personalizada, singular para cada paciente, de acuerdo con su condicin y sus propias caractersticas. Un aspecto de importancia capital es que el propio paciente acta como regulador de la cantidad de informacin que desea recibir. Ahora bien, cundo y cmo hacerlo; constituyen elementos de una prctica en la que no pueden darse pautas y en la cual no slo el lenguaje verbal forma parte de la comunicacin (19).


  Manifestar la verdad supone el compromiso previo de ayudar a asimilarla, de compartir las preocupaciones que surgen, de acompaar en la soledad interior de esos difciles momentos. Esto implica prudencia, tacto y discrecin para detectar el modo, las circunstancias y el momento ms adecuado y oportuno. De esto existe ya abundante experiencia en enfermos oncolgicos, por ejemplo.


  Una cuestin que s es necesario prever por parte del equipo sanitario que atiende e informa a un enfermo crtico, es decidir quin debe dar la informacin y que la conozcan todos los miembros del equipo que deben tratar a ese enfermo concreto: mdico especialista, enfermera, mdico que estar de guardia el fin de semana; as se evitar que el enfermo reciba, en ocasiones, versiones distintas de su estado por parte de diferentes profesionales.


  Una situacin frecuente y ticamente reprobable, es la omisin de la verdad a un paciente que quiere conocerla. En estas condiciones, mantener el engao va creando una barrera entre mdico y paciente; el primero espacia el contacto con el enfermo al no tener explicaciones lgicas de la creciente sintomatologa y el enfermo va perdiendo confianza en la persona que no fue capaz de darle lo que demandaba, sintindose as defraudado.

  Defender el ideal de una informacin sincera no supone, sin embargo, convertirla en una obligacin absoluta. Lo ideal es la informacin incluso a aquellos que se niegan a recibirla, pero respetando su voluntad. Se les puede preparar con enorme delicadeza, en el momento oportuno y sin dar una cantidad de informacin que no podran asumir. Todo enfermo consciente intuye de alguna manera su gravedad; capta por una serie de sntomas que la evolucin de su proceso se hace preocupante.


  El aspecto de la esperanza es fundamental. El mdico necesita que el paciente la mantenga. Esto no significa que se vayan a ofrecer garantas de recuperacin porque sera alentar falsas esperanzas, pero s lograr mantener una tenue luz que ayude a mantener la comunicacin interpersonal. Nunca se puede mentir a un paciente, pero tampoco es absolutamente imprescindible decirle toda la verdad (20).


  7.3 El derecho a la asistencia familiar, psicolgica y espiritual. Como ya indicamos al hablar de las lneas ticas de la atencin al enfermo en situa-cin terminal, sta debe abarcar todos los aspectos vitales del paciente. De este modo, al considerar tambin los aspectos familiares, psicolgicos y espirituales del individuo, se valora a la persona en toda su extensin y se le ayuda a afrontar con profundidad una muerte verdaderamente digna.


  Desde luego, la mejor situacin para un enfermo terminal es la atencin docimiliaria, de modo que pueda seguir esos ltimos momentos rodeado de su entorno familiar (21).


  Es necesaria tambin una asistencia psicolgica, social y espiritual que permita valorar las necesidades desde el punto de vista personal del propio enfermo terminal y prestarle la ayuda necesaria en cada aspecto. Es un deber tico acercarse al punto de vista del paciente, conocer y respetar sus necesidades, su estado emocional y la forma en que experimenta y afronta su propia situacin. En muchas de las pginas de la Dra. C. Saunder, pionera del movimiento «Hospice», y tambin en las de E. Kübler-Ross son continuas las referencias a la influencia de los valores espirituales en el cuidado terminal y ante la muerte.


  La posibilidad de que el enfermo en situacin terminal reciba o no una atencin espiritual en consonancia con sus propias creencias y deseos, depende, muchas veces de una decisin mdica. El descuido, la inadvertencia, el miedo a la reaccin del enfermo o de su familia o, simplemente, la proyeccin sobre el paciente de las propias ideas, pueden condicionar este derecho del paciente que es deber para el mdico. La facilitacin de este tipo de asistencia, no olvidndola, ni sintindose incmodo ante ella, debe estar presente en la mente del mdico y de la enfermera.


  Yes necesaria tambin una formacin de la enfermera (22) que le ayude a afrontar estos aspectos del sentido del dolor y la muerte, a establecer esa «relacin de ayuda» imprescindible para la humanizacin de los cuidados que van a ayudar al enfermo terminal en esos momentos tan importantes de su vida.
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  RESUMEN


  El presente estudio pretende valorar el comportamiento de la adicin del reactivo bloqueador de anticuerpos heterfilos (HBR) en la cuantificacin de Troponina I cardaca (TnIc) en pacientes con insuficiencia renal crnica terminal (IRCt) sometidos a tratamiento de hemodilisis.Acada uno de los70 pacientes con IRCt en tratamiento de hemodilisis en el Hospital Universitario Clnica San Rafael de Bogot, se le tom una muestra de suero y una de plasma heparinizado en la predilisis, en las cuales se cuantificaron las concentraciones de TnIc con y sin adicin de HBR, mediante el enzimoinmunoensayo Axsym. Se utiliz la prueba estadstica de Wilcoxon. Los valores de TnIc en plasmas y sueros con y sin la adicin de HBR no mostraron diferencias significativas (0.113 y 0.666 respectivamente), tanto en el total de los pacientes como en aquellos con enfermedad cardaca crnica. El no haber encontrado diferencias en los valores de TnIc con y sin HBR nos lleva a pensar en la ausencia de anticuerpos heterfilos o en que el reactivo bloqueador HBR no tiene accin en esta poblacin de pacientes.


  Palabras Claves: Troponina I, cardiopata urmica, anticuerpos heterfilos.


  ABSTRACT


  Absence of interferences for heterophilic antibodies in the quantification de cardiac Troponin I, in patients with terminal chronic renal inadequacy in hemodialysis treatment. The present study seeks to value the behavior of the addition of the blocking reagent of heterophilic antibodies (HBR), in the cardiac Troponin I quantification in patient with terminal chronicle renal inadequacy subjected to hemodialysis treatment. To each one of 70 patients with IRCt in hemodialysis treatment in the San Rafael University Hospital of Bogot, they were taken a sample of serum and one of plasm heparanized in the pre dialysis, in which the TnIc concentrations were quantified with and without HBR addition, by means of the enzimoinmunoassay Axsym. The statistical test of Wilcoxon was used. The TnIc values in plasms and serums with and without the HBR addition didn't show significant differences (0.113 and 0.666 respectively), so much in the total of the patients as in those with chronic cardiac illness. Not having found differences in the TnIc values with and without HBR it takes us to think of the absence of heterophilic antibodies or in that the blocking reagent HBR doesn't have action in this population of patients.


  Keywords: Troponin I, uremic cardiopatic, heterophilic antibodies.


  Introduccin


  Las complicaciones cardiovasculares ocupan el primer lugar como causa de muerte en la poblacin de pacientes con dao renal crnico sometidos a tratamiento de hemodilisis, hecho explicado por el progresivo deterioro de la unidad estructural del rin (nefrona), que afecta directamente la funcin cardiaca debido al desequilibrio electroltico y proteico y a la alteracin hormonal que conlleva al desgaste mecnico del corazn (1).


  El diagnstico bioqumico de esta condicin se ha complicado debido a que los marcadores cardacos tradicionales (CK, CK-MB, LDH) e incluso algunos de la nueva generacin (Troponina T y Mioglobina) son positivos en este tipo de poblacin, independientemente de la existencia de un dao cardaco concomitante (2, 3, 4, 5). Se crea entonces la necesidad de disponer de un marcador bioqumico altamente sensible y especfico que permita la deteccin temprana de cardiopatas en pacientes con insuficiencia renal crnica.


  En la bsqueda de este marcador, se ha comprobado que la Troponina I cardaca cumple con muchas de las condiciones necesarias para convertirse en una herramienta diagnstica til en patologas miocrdicas crnicas, ya que es una protena intracelular del miocito cardiaco liberada solo por lesin del tejido al torrente circulatorio y es codificada genticamente por un gen especfico para esta isoforma el cual no sufre reexpresin en ningn tipo de alteracin msculo esqueltica (6, 7, 8).


  Se ha observado que la tcnica de medicin presenta interferencias debido a factores inherentes a la muestra y a la misma condicin fisiolgica y metablica de estos pacientes, tales como la presencia de factor reumatoideo, anticuerpos heterfilos, fibrina e ingesta de medicamentos, lo cual se ve reflejado en una baja especificidad del inmunoensayo (9, 10, 11, 12, 13). En un estudio previo realizado en pacientes con IRCt hemodializados, Almonacid, et al. demostraron un 100% de cardioespecificidad de la TnIc en el diagnstico de lesin cardaca en insuficiencia renal crnica y la presencia de falsos negativos, debidos probablemente a interferencias en el inmunoensayo, lo cual disminuye su sensibilidad como prueba diagnstica (14).


  Con base en lo anterior es importante adelantar estudios que neutralicen los factores de interferencia para las tcnicas inmunoenzimticas de cuantificacin de Troponina I cardaca en pacientes hemodializados, lo que facilitara un diagnstico ms preciso y precoz de lesin miocrdica en insuficiencia renal crnica.


  La presente investigacin es un estudio de tipo exploratorio que tiene como objetivo establecer si el reactivo HBR bloquea o no las interferencias por anticuerpos heterfilos en la cuantificacin de Troponina I cardaca (TnIc) en pacientes hemodializados.


  Materiales y mtodos


  Se estudiaron 70 pacientes con diagnstico de insuficiencia renal crnica terminal (IRCt) adscritos al programa de hemodilisis en el Hospital Universitario Clnica San Rafael de Bogot (Colombia), con un tiempo de tratamiento no inferior a un mes y que estuvieran recibiendo 2 o 3 sesiones semanales dehemodilisis, con valores de fosfatasa alcalina superiores a 700 U/L. Se excluyeron pacientes que consuan antidepresivos tricclicos en dosis mayores de 500 ng/mL, ya que se ha comprobado que estos factores generan falsos incrementos en los valores de

  TnIc.


  A cada paciente se le tom una muestra de suero y una de plasma heparinizado en la pre-dilisis de la primera sesin de la semana, para un total de 140 muestras. En cada muestra recolectada se cuantificaron los niveles de TnIc con y sin la adicin del reactivo HBR, mediante la tecnologa Axsym de laboratorios Abbot. La presencia de patologa cardaca se comprob mediante ecocardiograma.


  En la descripcin se utilizaron valores de agrupacin y dispersin para las variables numricas y proporciones para las variables cualitativas. Se emplearon las correlaciones de Pearson o Spearman segn variables numricas u ordinales, con un valor de significancia de p=0.05. Para el anlisis de prueba diagnstica se realizaron tablas de 2x2 y se utiliz el programa Epidat 2.1 1997. En el anlisis de Troponina I cardaca (con y sin reactivo HBR) se aplic el test de Wilcoxon. El programa estadstico fue SPSS versin 9 del 2000.


  Resultados


  Descripcin del grupo de pacientes:


  En los 70 pacientes analizados la mediana de edad fue de 50 aos (13 -78 aos) y de ellos, 38 pacientes (54.3%) fueron de sexo masculino.


  El tiempo promedio de hemodilisis fue de 16 meses (1-20 meses) (Tabla 1). Del total de la poblacin analizada, 23 pacientes (32.9%), estuvieron vinculados previamente al programa de dilisis peritoneal ambulatoria continua (CAPD).


  Se observ que 32 (45.7%) de los pacientes con insuficiencia renal crnica terminal tenan como etiologa una nefropata.

  39 (55.7%) de los pacientes tenan enfermedad cardaca crnica comprobada por ecocardiograma.


  Durante el estudio fallecieron 2 pacientes (Tabla 1).


  Comportamiento de la Troponina I cardaca


  El valor promedio para TnIc en las 140 muestras de suero procesadas sin la adicin de reactivo HBR fue de 0.139 ng/mL con una DS de 0.448ng/mL y una mediana de 0ng/mL (0-2.6ng/mL); mientras que al procesarlas con el reactivo HBR se obtuvo una media de 0.087 ng/mL con una DS de 0.258 ng/mL y una mediana de 0ng/mL (0-1.3ng/mL) (Figuras 1 y 2 Tabla 2).


  El valor promedio para TnIc encontrado en las 140 muestras de plasma analizadas sin HBR fue de 0.087 ng/mL con una DS de 0.203 ng/mL y una mediana de 0.0ng/mL (0-1.1ng/mL); con la adicin de HBR, el valor medio obtenido fue de 0.110 ng/mL con una DSde 0. 240 ng/mL y una mediana de 0.0ng/mL (0-1.2ng/ mL). La distribucin de TnIc en plasmas con y sin adicin de HBR fue igual que en suero.
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  Figura 1: Distribucin de TnIc en suero sin adicin de HBR.
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  Figura 2: Distribucin de TnIc en suero con adicin de HBR.


  Segn la prueba de Wilcoxon no hubo diferencia estadsticamente significativa entre los valores de TnIc en los sueros y plasmas procesados con y sin adicin de HBR (p=0.666 y p=0.113 respectivamente) (Tabla 2).


  En los 26 pacientes con enfermedad crnica (20 hipertrofia ventricular izquierda, 5 con cardiopata dilatada), los valores en suero y plasma de TnIc con y sin aditivo no mostraron una diferencia estadsticamente significativa (p=0.666 y p=0.113 respectivamente) (Tabla 2).


  Tabla 1: Descripcin del grupo de pacientes.
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  Discusin


  La presente investigacin no mostr diferencias en los valores de TnIc en los sueros y plasmas procesados con y sin adicin del reactivo HBR. Esto nos lleva a concluir que los falsos negativos encontrados en la valoracin de TnIc en este tipo especfico de poblacin, no son producto de un alto ttulo de anticuerpos heterfilos, sino de otro tipo de interferencias, o son debidas a que el reactivo bloqueador HBR no acta en este tipo de patologa. Diversos estudios han demostrado que los anticuerpos heterfilos presentes en el plasma pueden unirse a los anticuerpos de captura utilizados en varios de los inmunoensayos para la cuantificacin de Troponina I cardaca, generando interferencias que disminuyen la sensibilidad de las tcnicas. El pre-tratamiento de las muestras con el reactivo bloqueador de anticuerpos heterfilos (HBR) ha sido ensayado con xito como un mtodo para minimizar el efecto de estos anticuerpos en poblaciones diferentes a pacientes con insuficiencia renal (13).


  La manifestacin clnica ms frecuente de dao cardaco en pacientes sometidos a hemodilisis es la falla cardaca congestiva asociada con falla sistlica, hipertrofia ventricular izquierda y enfermedad isqumica cardaca (15, 16). Diversos estudios demuestran que los extremos amino y carboxilo terminal de la proteina de TnIc son susceptibles de sufrir protelisis y que esta alteracin est relacionada con la degradacin isqumica del tejido (12). Se han reportado 11 productos modificados de TnIc entre los que se encuentran los complejos con Troponina C (IC), troponina T (ITC), las formas oxidadas, reducidas y fosforiladas y la formacin de bisulfuros entre cistenas (12, 17). La presencia de esta variedad de formas moleculares dificulta la cuantificacin ya que los anticuerpos utilizados en los inmunoensayos deben reconocer preferiblemente los epitopes que estn localizados en la parte estable de la molcula y no los susceptibles de modificacin (18). En nuestro estudio, pacientes con alteraciones cardacas comprobadas mediante ecocardiograma no mostraron modificacin en los niveles de TnIc. Esto puede ser debido a un incremento en la protelisis de la molcula de TnIc en este tipo especfico de poblacin por la degradacin continua y profunda del miocardio. Esta variedad de formas circulantes no pueden ser captadas por los anticuerpos de captura utilizados en la tcnica de cuantificacin, lo que genera resultados falsos negativos.


  Los estudios reportados sobre el comportamiento de la TnIc en la pre y postdilisis son pocos (9, 14). Un estudio previo realizado en pacientes con IRCt sugiri que la cuantificacin de los niveles de TnIc en la postdilisis tiene mayor valor diagnstico que los de la predilisis (14). Nuestros datos coinciden con este informe ya que la no elevacin de las concentraciones de TnIc predilisis en pacientes con cardiopata urmica, demuestran menor especificidad de las valoraciones de TnIc predilisis para la deteccin de dao miocrdico en pacientes hemodializados. Esta situacin puede deberse a las altas concentraciones de metabolitos presentes en la sangre de los pacientes insuficientes renales crnicos que son removidos a travs de la dilisis y que podran estar interfiriendo con el inmunoensayo. Por lo tanto recomendamos adelantar un nuevo proyecto en el que se tengan en cuenta como variables las concentraciones de estos metabolitos en sangre durante la pre y la postdilisis.


  Tabla 2: Valores de Tnlc en suero y plasma con y sin HBR.
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  RESUMEN


  El virus del Dengue, un flavivirus transmitido por mosquitos del gnero Aedes, es responsable de un creciente problema de salud pblica en reas tropicales de todo el mundo, con ms de 3.000 millones de personas en riesgo de infeccin. Este virus produce un espectro de sntomas que vara desde un malestar semejante al resfriado comn, conocido como dengue clsico, hasta una enfermedad que puede ser fulminante denominada «dengue hemorrgico». La caracterizacin gentica de los diferentes serotipos del virus permite no slo entender los patrones epidmicos de distribucin sino, adems, demostrar la presencia de cepas hemorragparas especficas como responsables de los casos ms severos de la enfermedad. En este trabajo determinamos los ancestros evolutivos de los virus Dengue tipo 2 que han circulado en Colombia antes y despus de la aparicin del dengue hemorrgico a finales de 1989, mediante la secuenciacin y anlisis de un fragmento de 240 pb de la regin de unin de los genes E/NS1 del virus; as, con las secuencias obtenidas de 5 cepas aisladas antes de 1989 y 10 identificadas en a&ntilde;os posteriores, se construy un rbol filogentico que sugiere la presencia de 2 genotipos diferentes en nuestro medio; la comparacin con cepas aisladas de diferentes partes del mundo demuestra que uno de estos genotipos corresponde a cepas nativas americanas aisladas antes de la aparicin del dengue hemorrgico, mientras que los virus encontrados posteriormente pertenecen al genotipo asitico, indicando el posible desplazamiento de las cepas autctonas por genotipos posiblemente ms agresivos.


  Palabras Claves: Genotipificacin, anlisis filogentico, cepas colombianas, virus Dengue tipo 2.


  ABSTRACT


  Genotyfication and philogenetics analysis of Colombian isolated, the Denge Virus Type 2


  Dengue virus is a flavivirus transmitted by the mosquito Aedes spp.and is the causative agent for an increasing public health problem in tropical areas over the world, with almost 3.000 million people at risk of infection. Dengue virus produces a broad spectrum of symptoms, varying from a mild flu-like illness called dengue fever, to a severe and some times fulminating haemorrhagic fever disease with shock. Genetic caracterization of distinct virus serotypes allow us to understand the epidemiological patterns of distribution as well as to demonstrate the presence of specific haemorrhagic strains causing very severe disease and death. In this report, we have determined the evolutionary origins of Dengue Virus Type 2 circulating in Colombia before and after the first reported haemorrhagic fever case at the ends of 1989, by means of sequence and further analysis of a 240 pb PCR amplified fragment from the E/NS1 joining region; with the sequences obtained from 5 strains isolated before 1989 and 10 from strains isolated years after, a phylogenetic tree was constructed which showed the presence of 2 different genotypes in our country; comparison with strains previously isolated from around the world determined that one of the genotypes found corresponds to the native American genotype circulating before the appearance of haemorrhagic fever, while the later isolated strains of the second genotype belonged to a Southeast Asian genotype, suggesting displacement of the native strains by more virulent genotypes.


  Keywords: Genotyfication, phiologenetics analysys, Colombian isolated, Dengue Virus Type 2.


  Introduccin


  Durante los ltimos a&ntilde;os, el mundo entero se ha enfrentado a la reemergencia de diferentes enfermedades infecciosas siendo el Dengue, en cualquiera de sus manifestaciones, una de las ms importantes en trminos de morbilidad y mortalidad (1-5). La fiebre de Dengue, conocida tambin como «Dengue clsico», puede ser asintomtica o presentarse como una enfermedad aguda caracterizada por fiebre, cefalea, mialgias, artralgias, leucopenia y frecuentemente un brote maculopapular; es una enfermedad autolimitante cuyo tratamiento es exclusivamente sintomtico y tiene una mortalidad prcticamente nula (2,3). Por otro lado, la forma severa del Dengue o «Dengue hemorrgico» inicia con un cuadro tpico, pero aproximadamente a los 6 das de evolucin aparecen hemorragias, evidentes por la aparicin espontnea de petequias o mediante una prueba de torniquete positiva. La hemoconcentracin acompa&ntilde;ada de una marcada trombocitopenia son los hallazgos ms importantes para guiar el diagnstico; en los casos ms graves o sin tratamiento de soporte, puede haber una marcada prdida de plasma que genera colapso circulatorio manifestado por hipotensin, pulso acelerado, hipotermia y sntomas neurolgicos que llevan rpidamente a un estado de choque profundo con aumento de hemorragias gastrointestinales y alta mortalidad.


  El virus del Dengue es transmitido principalmente por el mosquito vector hematfago Aedes aegypti, y pertenece a la familia flaviviridaedonde se encuentran otros virus estrechamente relacionados como el de la fiebre amarilla (4,5). El genoma viral est constituido por una hebra sencilla de ARN de polaridad positiva, aproximadamente de 11 kb, que presenta un nico marco de lectura abierto, el cual codifica para 3 protenas estructurales (C, prM y E) y 7 protenas no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5); mediante tcnicas serolgicas con anticuerpos monoclonales se han demostrado 4 variedades o serotipos virales (DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4) cada uno de los cuales es capaz de causar la enfermedad (1-5).Aunque los mecanismos moleculares precisos por los cuales el virus del Dengue causa enfermedad hemorrgica severa no han sido completamente definidos, se acepta que una segunda infeccin con un serotipo heterlogo al que caus la primera, incrementa el riesgo de desarrollar Dengue hemorrgico severo (Amplificacin Inmunolgica de la Infeccin Mediada por Anticuerpos) (6). Una explicacin alternativa a la patognesis de la enfermedad (no necesariamente excluyente) indica que el alarmante incremento de las formas ms severas de la infeccin por el virus del Dengue puede ser consecuencia de la introduccin de cepas virulentas provenientes de zonas endmicas, en ecosistemas donde la enfermedad no haba ocurrido previamente (7-11).


  As, las herramientas epidemiolgicas actuales apoyadas por tcnicas de biologa molecular han facilitado el estudio y genotipificacin de los virus del Dengue aislados en diversas zonas tropicales y subtropicales donde la actividad viral es ms alta, mediante el anlisis de peque&ntilde;as secuencias genmicas que permiten detectar variaciones puntuales que no pueden ser demostradas serolgicamente; de esta manera, se han demostrado 5 genotipos diferentes para DEN-1(10), 5 genotipos para DEN-2 (10,11), 2 genotipos DEN-3 (12) y 2 genotipos DEN-4 (13,14). Aunque los cuatro serotipos del Dengue han circulado siempre en territorio americano causando enfermedad leve y espordicos casos severos, slo hasta 1981 ocurri en Cuba la primera gran epidemia de Dengue hemorrgico en lasAmricas reportando 10.312 casos severos y 158 casos fatales (1-3); la rpida propagacin de la enfermedad llevo a epidemias posteriores en Jamaica (1981-1982), Venezuela (1989-1990) y Brasil (1990), hasta extenderse en gran parte de Centro y Suramrica (1-3).


  En Colombia el primer caso confirmado de Dengue hemorrgico fue reportado en diciembre de 1989 en Puerto Berro (Antioquia) y desde entonces, se ha observado una tendencia al rpido incremento en el nmero de casos, pasando de 1,4 por cada 100.000 habitantes en 1994 a 2,64 casos por 100.000 en 1999, elevndose adems la mortalidad (15-18). Durante estas epidemias fue posible demostrar mediante aislamiento y tipificacin serolgica la infeccin predominante por virus Dengue tipo 2 (DEN- 2); pero slo hasta 1997, Rico-Hesse, et al. , demostraron la introduccin de cepas pertenecientes al genotipo asitico en territorio americano, constituyendo una evidencia clara de la responsabilidad directa de algunas cepas hemorragparas o de mayor virulencia en la aparicin del Dengue hemorrgico (11).


  Anlisis filogenticos realizados posteriormente por Sariol y colaboradores a partir de muestras hepticas conservadas en parafina desde la epidemia de Cuba en el a&ntilde;o 81 permitieron reforzar estos hallazgos (19).Ya que en los trabajos previamente realizados no fue posible analizar un nmero representativo de aislamientos colombianos, es nuestro inters mediante este estudio determinar los ancestros evolutivos de las cepas DEN-2 que han circulado en nuestro territorio desde la aparicin del Dengue hemorrgico, y compararlas con las cepas autctonas colombianas que circularon previamente.


  Materiales y mtodos


  Virus: Los virus de Dengue utilizados fueron seleccionados del banco de cepas del laboratorio de Virologa del I.N.S.; 5 cepas aisladas antes de 1990 y 10 cepas aisladas posteriormente en diferentes departamentos de Colombia fueron usadas para infectar clulas C6/36 de mosquito y los virus fueron identificados como Dengue tipo 2 (DEN-2) tanto por Inmunofluorescencia Indirecta con anticuerpos monoclonales, como por amplificacin molecular con iniciadores tipoespecficos (20). Todas las cepas fueron aisladas a partir de muestras de suero enviadas por los diferentes laboratorios de salud pblica para diagnstico de Dengue.


  Extraccin de ARN y RT-PCR: Se tomaron 300µL de sobrenadante de cada cultivo, los cuales fueron tratados con 700µL del reactivo de TRIZOLLS® (GIBCO BRL) (21) durante 5 minutos; posteriormente se adicionaron 200µL de cloroformo y se agitaron por 15 segundos; mediante centrifugacin a 12.000 rpm por 15 minutos se obtuvo una fase acuosa, la cual fue separada y tratada con 500µL de isopropanol fro durante 10 minutos; despus de centrifugar a 12.000 rpm por 10 minutos, el ARN obtenido se lav con 500µL de etanol al 75% y posteriormente seresuspendi en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC, SIGMA) y con 20 unidades de inhibidor de RNAsas (CPG INC.); 15µL delARN fueron sometidos a la reaccin de transcripcin reversa (RT) bajo las siguientes condiciones: 5µL de buffer 6x para transcripcin (NEW ENGLAND BIOLABS ), 3µL de dithiotreitol (DTT) 0.1M (SIGMA), 1.5µL de cada uno de los desoxinucletidos trifosfato (dNTP´s) 10mM (CPG INC.), 1.5µL de transcriptasa reversa M-MLV 200u/µL (NEW ENGLAND BIOLABS) y 3µL del iniciador antisentido D2/2578 (11), 10µM; la reaccin de transcripcin reversa se realiz a 37°C durante 1 hora yel ADNc generado se utiliz como templado en una reaccin de PCR con los iniciadores previamente reportados (10,11), en las siguientes condiciones: 5µL de buffer de PCR 10x (CPG INC.), 1 µL de dNTP´s (mezcla con 10mM de cada uno,CPG INC.), 1µL de iniciador sentido (D2/2170v) 10µM, 1µL de iniciador antisentido (D2/2578) 10µM y 2.5 U de taq polimerasa (CPG INC.), en un volumen final de 50µL; la reaccin fue realizada en un termociclador (PERKIN ELMER) con 35 ciclos de denaturacin (94°C), anillaje (55°C) y extensin (72°C). Los productos de amplificacin obtenidos para cada reaccin de PCR fueron purificados a partir de gel de agarosa al 1% con el estuche de purificacin de productos de PCR MoBio, siguiendo las instrucciones del fabricante.


  Secuenciacin de los fragmentos de PCR y anlisis filogentico: Los fragmentos purificados fueron secuenciados con la pareja de iniciadores previamente reportados D2/2170v y D2/2578 (10-11), usando el mtodo automtico de ABI Prism 310 (Applied Biosystem) siguiendo las instrucciones del proveedor. Las secuencias obtenidas fueron alineadas con el programa CLUSTAL X, donde adems se generaron los rboles filogenticos que fueron visualizados posteriormente en el programa TREEVIEW. La construccin de los rboles filogenticos est basada en el mtodo de algoritmos neighbour-joining(22) y su confiabilidad fue estimada usando el mtodo de bootstrap con 1000 repeticiones; adems, para definir la raz inicial del rbol se utilizaron 2 secuencias representativas de virus DEN-3.
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  Figura 1. rbol filogentico de cepas colombianas aisladas antes y despus de la aparicin del dengue hemorrgico en nuestro territorio en 1989.


  Resultados


  Se evaluaron 15 cepas DEN-2, de las cuales 5 fueron aisladas antes de 1990 y 10 obtenidas posteriormente. Todas fueron amplificadas con los iniciadores D2/2170v y D2/2578 para generar el fragmento de 408 pb de la regin de unin de los genes

  E/NS1 que fue posteriormente secuenciado; sin embargo, los alineamientos fueron realizados con 240 pb comprendidas dentro del fragmento amplificado, ya que este fragmento brinda las condiciones adecuadas para el anlisis filogentico (10,11). En los alineamientos de las cepas colombianas se observ que existe variabilidad en la mayora de las secuencias evaluadas, aunque algunas de las cepas aisladas en diferentes espacios geogrficos y temporales (094-Caqueta/88, 863-Tlima/88, 620-Tlima/87) presentan secuencias idnticas, lo que refleja la estabilidad en el tiempo de un genotipo dado y su expansin de un lugar a otro.
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  Figura 2. rbol filogentico que compara las cepas colombianas secuenciadas con cepas de todo el mundo y que representan los 5 genotipos propuestos para dengue tipo 2.


  Por otro lado, el rbol filogentico generado a partir de estas secuencias mediante anlisis de mxima parsimonia (Figura 1), indica la separacin de 2 ramas claramente definidas, una de las cuales agrupa las 5 cepas aisladas antes de 1989 y una cepa aislada en 1998, mientras la otra est constituida por los restantes 9 aislamientos posteriores a 1989. Para determinar a qu genotipo pertenecen los aislamientos evaluados, se construy un rbol incluyendo cepas aisladas en diferentes partes del mundo, representativas de los 5 genotipos descritos previamente por Rico-Hesse et al. (10,11) (Figura 2).


  El primer genotipo est constituido por las cepas de Nueva Guinea/81 y Costa de Marfil/ 80 (definidas originalmente como representantes del ciclo selvtico africano); el segundo genotipo es una cepa de Sri Lanka/85 (donde se encuentran tambin cepas de Indonesia, Seychelles y Burkina Faso); un tercer genotipo incluye las cepas colombianas 0446col/98, 563col/86, 539col/82, 094col/88, 863col/88 y 620col87, junto con las cepas Mxico/88/92 y una cepa de Nueva Caledonia/72. El cuarto grupo genotpico incluye los aislamientos Venezuela/95, Filipinas/81, Nueva Guinea/44 y Tailandia/64; y, finalmente, el quinto grupo incluye las 9 cepas restantes de Colombia aisladas despus de 1990 junto con aislamientos de Jamaica/81/82, Venezuela/90/91, Brasil/90 y Vietnam/87. El valor de Bootstrap entre los 5 grupos genotpicos vara entre el 99 y 77% lo cual respalda los patrones de ramificacin definidos en la figura 2.


  Las agrupaciones mostradas en este rbol filogentico fueron generadas mediante el anlisis Neighbor-joining y demuestran la estrecha relacin existente entre las cepas aisladas en Colombia antes de 1989 con cepas mexicanas que previamente se haban ubicado en lo que se denomin el genotipo americano, as como la relacin filogentica de las cepas aisladas en Colombia despus de 1990 con cepas del sureste asitico, tales como las de Vietnam y Tailandia (estas ltimas se ubicaron originalmente en este grupo, pero no se muestran en la figura 2), y con las cepas de Jamaica que se cree representan la expansin de las cepas cubanas que generaron la aparicin del Dengue hemorrgico en 1981 (11,23-25).


  Discusin


  Durante los decenios de 1950 y 1960, el xito de las campa&ntilde;as para eliminar la fiebre amarilla urbana mediante la erradicacin de Aedes aegyptilogr tambin reducir de forma significativa la transmisin de Dengue; sin embargo, a medida que se deterioraron las campa&ntilde;as de erradicacin durante las dcadas de 1970 y 1980, el mosquito prolifer y se propag por casi todo el territorio americano (1-5). As no resulta pues sorprendente que la actividad del Dengue se intensificara alcanzando niveles alarmantes durante esa ltima dcada, siendo el hecho ms relevante la aparicin de las formas ms severas de Dengue durante 1981 en Cuba, donde ocurri el primer gran brote de Dengue hemorrgico (1-3,19) que rpidamente se propag a Jamaica, Venezuela y Brasil.


  En Colombia, las predicciones realizadas por Hernando Groot sobre la importancia que llegara a tener esta enfermedad fueron ignoradas durante los a&ntilde;os 60 y 70, y, desafortunadamente, ahora se estn viviendo de manera estremecedora (4,5,15-18). La fuerza que tienen nuestras epidemias de Dengue y Dengue hemorrgico es compleja e inevitable debido a los cambios econmicos y sociales que han generado una urbanizacin acelerada, en simultnea con el incremento sostenido de la poblacinde mosquitos vectores del Dengue (4,5). Teniendo en cuenta el dramtico incremento en la transmisin del virus por todo el mundo durante los ltimos 60 a&ntilde;os, es posible que se haya incrementado adems la tasa de mutacin y propagacin de genotipos ms virulentos, por lo cual, la caracterizacin gentica de cepas del mismo serotipo se ha convertido en una herramienta vital para entender los patrones de distribucin del Dengue y la relacin de cepas hemorragparas especficas con la expansin del Dengue hemorrgico (7-14,23-27). As, una forma mucho ms sensible que las tcnicas serolgicas para clasificar los virus consiste en la comparacin de secuencias gnicas de un segmento dado del cido nucleico viral (10,11,26-30); cuando dichas secuencias tienen un mismo ancestro evolutivo es posible generar rboles que se&ntilde;alan el origen y las relaciones filogenticas de las cepas estudiadas.


  De esta manera, se ha tratado de identificar el origen de las cepas virales involucradas con la aparicin del Dengue hemorrgico en territorio americano, y se ha podido demostrar una asociacin directa entre la introduccin de cepas del sureste asitico en Cuba con el repentino incremento de casos severos de la enfermedad (11,19). Los anlisis filogenticos realizados con secuencias obtenidas mediante la deteccin y amplificacin por RT-PCR a partir de muestras de tejido de casos fatales producidos durante la epidemia cubana, indican la presencia de una cepa Dengue tipo 2 (estrechamente relacionada con las cepas ms antiguas de Nueva Guinea y Tailandia), que adems corresponde al mismo virus que poco tiempo despus caus brotes de Dengue hemorrgico en Jamaica, demostrando un claro desplazamiento y propagacin hacia un territorio geogrficamente cercano (11,19). De igual forma, los rboles filogenticos generados en nuestro estudio con las secuencias virales de aislamientos colombianos, reflejan claramente la presencia del genotipo nativo americano durante los a&ntilde;os previos a la aparicin del primer caso severo de Dengue, cuando el virus tipo 2 slo causaba un cuadro tpico de Dengue clsico con intensidad variable de los sntomas. En este mismo grupo se incluye adems una cepa d Nueva Caledonia, que se cree tiene su origen en la cepa ms antigua de Trinidad (TR1751-1954, no incluida en este anlisis) (11) que constituye el origen filogentico de las cepas americanas.


  Por otro lado, 9 de las 10 cepas aisladas despus de 1990 se encuentran estrechamente relacionadas con los aislamientos de Vietnam y con las cepas de Jamaica que, como se mencion anteriormente, pertenecen a la misma cepa cubana que inici el Dengue hemorrgico en 1981 (11,19). Aunque falta un modelo animal adecuado que permita demostrar experimentalmente la hiptesis segn la cual las cepas del sureste asitico son las directas responsables de la aparicin y expansin del Dengue hemorrgico en nuestro territorio, la evidencia filogentica y epidemiolgica presentada confirma los anlisis previamente reportados que indican
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  RESUMEN


  Se emplearon quistes liofilizados de Cisticerco cellullosae para preparar un extracto antignico, el cual se utiliz en la identificacin de antgenos de Taenia soliumreconocidos por inmunoglobulinas G de pacientes con cisticercosis, por medio de la prueba de inmunoelectrotransferencia (EITB). Se estudiaron 193 muestras (105 lquidos cefalorraqudeos - LCR y 88 sueros) de individuos con diagnstico de cisticercosis por hallazgos clnicos, epidemiolgicos y serolgicos mediante el inmunoensayo enzimtico (ELISA). El anlisis de las protenas antignicas por electroforesis, permiti identificar polipptidos de 29, 45, 66, 96 y 116 kDa principalmente, as como tambin algunos menores de 29 kDa. Los de mayor frecuencia de aparicin en muestras de suero y LCR fueron los de 29, 45 y 66 kDa. Por lo tanto, estos antgenos inmunodominantes, podran emplearse con predileccin en estudios epidemiolgicos y clnicos de cisticercosis por western blot.


  Palabras Claves: Cisticercosis, ELISA, inmunidiagnstico, EITB.


  ABSTRACT


  Detection of dominants antigens to diagnosis of cisticercosis for immunoelectrotransference (EITB) It is employed lyophilized cyst of Cisticerco cellulosae to prepare antigenic extract of which it is used in the identification of Taenia solliumantigens recognized for IgG antibodies of patients with cisticercosis, for immunoelectrotransfer assay (EITB). It is analyze 193 samples (105 cerebrospinal fluid and 88 sera) from patients with diagnosis of cisticercosis for finding clinic, epidemiologic and inmunienzimatic assay (ELISA). The analysis of the antigenic proteins for electrofiretic, allowed to identify polypeptides of 29, 45, 66, 96 and 116 kDa. The frecuency greates in sera and LCR was 29, 45 and 66 kDa. In conclusion, this immunidominants, will power employ in epidemiologic studies and cisticercosis clinics forWestern blot.


  Key words: Cisticercosis, ELISA, immunidiagnosis, EIBT.


  ARTCULO ORIGINAL


  Introduccin


  La cisticercosis es una zoonosis producida por la larva (Cisticerco cellulosae ) del cstodo Taenia solium, en la cual el hombre se comporta como husped definitivo mientras que el cerdo lo hace como intermediario. El parsito se adquiere (tanto en el ser humano como en el animal) a travs de alimentos y agua contaminada con heces infectadas, a su vez, con huevos de Taenia solium,situacin que se facilita en los cerdos por sus hbitos coprofgicos.


  El ser humano desarrolla teniasis por ingestin de cisticercos en carne de cerdo insuficientemente cocida y, al actuar como portador, puede permanecer infectado por varios a&ntilde;os sin presentar manifestaciones clnicas al tiempo que representa una fuente potencial de contagio, ya que expulsa 300.000 huevecillos diarios, la mayora de ellos con capacidad de infectar (1). Los cisticercos pueden asentarse en cualquier tejido del organismo humano, pero generalmente lo hacen en los msculos, la grasa subcutnea, los ojos o en el sistema nervioso central (SNC), el encfalo y las envolturas menngeas, como es el caso de la neurocisticercosis, que frecuentemente causa discapacidad fsica y en ocasiones la muerte. La investigacin mdica que permite el conocimiento bsico de la patologa y sus agentes, el reciente desarrollo de vacunas para el cerdo, al igual que el mejoramiento diagnstico en cuanto a sensibilidad y especificidad, entre otros, son factores primordiales para prevenir y controlar la enfermedad (2).


  El diagnstico de la cisticercosis se basa en hallazgos clnicos, epidemiolgicos, pruebas serolgicas y estudio de imgenes radiolgicas. Para identificar a los portadores del parsito adulto Taenia solium, se realiza un diagnstico convencional por microscopia; tambin se utilizan pruebas con coproantgenos, que proporcionan mayores niveles de sensibilidad (3). Por otra parte, se han probado tcnicas de diagnstico molecular de teniasis con secuencias de ADN complementario (ADNc) de T. solium, e hibridizacin para la deteccin de huevos en heces (4, 5); adems se estableci el uso de la reaccin en cadena de la polimerasa (PCR) en el diagnstico de especies de T. saginata y T. solium, para identificar posibles variaciones genticas (6).


  Las principales pruebas serolgicas en el diagnstico de la cisticercosis son el ensayo inmunoenzimtico (ELISA), la inmunoelectrotransferencia (EITB) o Western blot, que detectan anticuerpos en muestras de suero y lquido cefalorraqudeo y constituyen una ayuda importante para los profesionales de la salud (7-10).


  En este trabajo se presenta la metodologa empleada para la realizacin de inmunoelectrotransferencia (EITB) en muestras de humanos afectados por la enfermedad, as como tambin la identificacin de antgenos inmunodominantes para ser utilizados en procedimientos de Western blot.


  Materiales y mtodos


  Poblacin en estudio y muestras clnicas: Se analizaron 193 muestras de las cuales 88 correspondieron a sueros y 105 a LCR de pacientes provenientes de zonas endmicas de Colombia (Bogot, Nari&ntilde;o, Atlntico, Tolima, Caldas yTunja); con diagnstico de cisticercosis por ELISA, los cuales fueron suministrados por la Red del Grupo de Parasitologa del Instituto Nacional de Salud (INS). Como grupos controles se utilizaron sueros y LCR de personas sin afecciones neurolgicas, de pacientes infectados con otras parasitosis y de individuos con otras neuropatologas diferentes a neurocisticercosis.


  Extracto Antignico: Como extractos antignicos se emplearon quistes liofilizados de Cisticerco cellulosae, los cuales fueron proporcionados por el Programa de Postgrado en Salud y Produccin Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia. Se realiz la homogenizacin y extraccin de lpidos con solventes orgnicos (ter-acetona 1:1) en presencia de inhibidores de proteasas (PMSF 25mM); se someti a procesos de fraccionamiento por medio de sonicacin (tres pulsos de 40Hz por tres minutos con espacio de 60 seg. A 4°C) y, por ltimo, se centrifug a 25.000 rpm. por 30 min. a 4° C. La cuantificacin de protenas se realiz por el mtodo de Bradford (11); el antgeno as obtenido se almacen a -40°C. Se obtuvo una concentracin de protenas de 4.5 mg/ml como promedio.


  Electroforesis PAGE-SDS: Los geles preparados fueron cargados con el extracto antignico a una concentracin de 0.9 mg/ml. Se realiz tincin con Azul de Coomassie en sus variantes lenta (R250) y rpida (G250); en sta ltima coloracin, el gel se fij en solucin de metanol 10% y cido actico 7% por 20 min.; se sumergi en el colorante (Azul de Coomassie G250 al 0.1% en cido perydico al 3.5%) por 20 min. Para visualizar las protenas, se decolor el gel con solucin de metanol-cido actico por 30 a 60 min. (12,13) (Figura 1).


  Inmunoelectrotransferencia (EITB): El antgeno fue transferido a membranas de nitrocelulosa (20 Voltios, 18 horas, 4°C). Para la inmunodeteccin, las tiras de papel se bloquearon en Buffer Tris Salino-Tween (TTBS) al 0.05%, leche descremada al 5%, por 24 horas a -4°C. Las tiras se incubaron por una hora en agitacin continua a temperatura ambiente con los sueros y LCR en dilucin de 1/50 y 1/5 respectivamente en TTBS-leche. Se utilizaron dos tipos de revelado enzimtico: el sistema Protena G marcada con peroxidasa y el sistema de amplificacin de se&ntilde;al estreptavidina-fosfatasa alcalina.


  Resultados


  Electroforesis PAGE-SDS: El peso molecular de los polipptidos del antgeno correspondieron a 24, 29, 36, 40, 45, 60, 66, 70, 96, 103, 116, 120, 132, 136 y 139 kDa. El mtodo de tincin con Azul de Coomassie en su variante rpida (G250) fue el ms apropiado, por rapidez y costo, adems permiti la deteccin de las mismas bandas que se detectan con la coloracin tradicional R250 (14) (Figura 1).


  Electroinmunotransferencia (EITB): Las protenas inmungenas de ms frecuente aparicin en el Western blot fueron las de 29, 45 y 66 kDa, tanto en suero como en LCR (Figura 2). Estos pptidos inmunodominantes presentaron una frecuencia de 41%, 94% y 65% respectivamente, en muestras de suero y 21%, 27% y 19% respectivamente en muestras de LCR. De las muestras negativas por ELISA y positivas por EITB se evidenci que el antgeno reconocido con mayor frecuencia fue el de 29 kDa.


  El EITB, en este estudio, present una sensibilidad de 79% y una especificidad del 89% en muestras de suero; y sensibilidad de 85% y especificidad del 100% en muestras de LCR. No se observaron reacciones positivas al utilizar muestras de individuos sanos y muestras de pacientes con otras parasitosis; tampoco se obtuvo reaccin con sueros y LCR de pacientes con diversas neuropatologas diferentes a neurocisticercosis.


  Discusin


  En la preparacin del antgeno somtico de Cisticerco cellullosae se elimin una cantidad considerable de lpidos, lo cual se constitua en uno de los problemas que se abordaran, debido a que este parsito presenta en su estructura vesculas almacenadoras de lpidos (15) que pueden interferir en los ensayos que se realicen. Es importante anotar que se evidenci un patrn de bandeo diferente en algunos lotes de antgeno, lo que se puede asociar a su grado de pureza.


  En cuanto al mtodo de tincin de protenas, el empleo de Azul de Coomassie G250, correspondiente a la variedad de tincin rpida, es una alternativa de eleccin para revelar las bandas proteicas fcil y r- pidamente, ya que se evidencian los mismos resultados que con el mtodo tradicional R250 (tincin lenta), presentando ventajas de ahorro en tiempo y costo.


  Para los mtodos de revelado utilizados en la prueba de Western blot, se recomienda el uso de la peroxidasa, puesto que presenta el mismo nivel de sensibilidad que los sistemas amplificados y ,en este estudio, la intensidad de las se&ntilde;ales que evidencian la reaccin antgeno-anticuerpo fue la mejor de los sistemas enzimticos utilizados (Figura 2); adicionalmente, no presenta ruido de fondo; involucra menos procedimientos, por ende, menor tiempo que un sistema amplificado, y reduce los costos del ensayo (14).
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  Figura 1. Electroforesis PAGE-SDS del antgeno de Taenia solium . Patrn de bandas obtenidas.


  En el anlisis de la prueba EITB, se determin que los polipptidos reconocidos corresponden a los pesos moleculares de 29, 45, 66, 96 y 116 kDa; adems, en algunos ensayos se evidenciaron algunos menores de 29 kDa. As mismo, se encontr correlacin de estos con los polipptidos glicosilados y no glicosilados reportados por la literatura para el diagnstico de cisticercosis (10, 16, 17).


  Aunque el criterio diagnstico por EITB para cisticercosis es la presencia de anticuerpos que reaccionan con por lo menos 1 de las 7 glicoproteinas especficas (16, 18), en este trabajo fue posible observar tres bandas simultneas como nmero promedio, reconocidas muestras de suero y LCR; los antgenos inmunodominantes, tanto en muestras de suero como en LCR, correspondieron al peso molecular de 29, 45 y 66 kDa (Figura 2); de igual manera, se encontr que hay mayor frecuencia de reconocimiento de estos polipptidos por los anticuerpos en muestras de suero, comparados con los reconocidos en LCR. Por consiguiente, estas protenas inmungenas son las que se recomiendan, en este estudio, para tenerse en cuenta en la deteccin de cisticercosis por EITB.
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  Figura 2. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (EITB)DEANTGENOS INMUNODOMINANTES DE TAENIA SOLIUM -Identificacin de polipptidos reconocidos por inmunoglobulina G en suero y lquido cefalorraqudeo de pacientes con cisticercosis. Se reconocen los antgenos de 29, 45 y 66 kDa como polipptidos inmunodominantes. Carril 1: Patrn de peso molecular. Carri l 2 y 3: muestras de suero Carril 4 y 5: muestras de LCR. Carri l 6 : Control negativo. (14) .
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  Figura 3. FRECUENCIADEPOLIPPTIDOSINMUNODOMINANTESEN LA DETECCIN DE NEUROCISTICERCOSIS POR EITB PESO MOLECULAR (kDa). Anlisis de la frecuencia de polipptidos inmungenos que reaccionaron con las muestras de sueros y LCR de pacientes con diagnstico serolgico de cisticercosis. Las frecuencias ms altas corresponden a las protenas de 29, 45 y 66 kDa tanto en suero como en LCR.


  El polipptido de 29 kDa fue reconocido por el 1% de las muestras negativas por ELISA, pero positivas por EITB, el cual probablemente es un polipptido que se presenta en un estadio especfico de la enfermedad y requiere otro tipo de anlisis (10, 16). Es de destacar que el polipptido de 45 kDa es el ms reconocido, presentando una frecuencia de 94% en las muestras de suero y de 27%, en las muestras de LCR (Figura 3). La reactividad antignica de esta fraccin proteica ha sido valorada tanto con sueros humanos como de cerdos, por lo que se sugiere su utilizacin en la estandarizacin de pruebas diagnsticas de campo para estudios epidemiolgicos de la cisticercosis porcina y humana (19).


  Por otro lado, se prob la especificidad del ensayo utilizando sueros y LCR positivos para otras parasitosis y de pacientes con otras neuropatologas del sistema nervioso central, lo mismo que con muestras de individuos sanos y no se evidenciaron reacciones cruzadas.


  La evaluacin de la pruebaWestern blot, determin una sensibilidad de 79% y una especificidad de 89% en muestras de suero; y en muestras de LCRuna sensibilidad de 85% con una especifidad del 100%, lo que corrobora su utilidad y amplia aceptacin como herramienta diagnstica de gran utilidad para estudios de tipo clnico y epidemiolgico.


  La cisticercosis es una enfermedad que puede ser prevenida y probablemente erradicada en nuestro medio, con la aplicacin de programas de control y vigilancia epidemiolgica, los cuales incluyen mejoramiento de condiciones sanitarias, educacin en salud y el diagnstico certero y oportuno en reas endmicas.
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  RESUMEN


  Recientemente se ha descrito que la leptina presenta actividad hormonal actuando sobre receptores y se ha involucrado con la regulacin de la eficiencia metablica, gasto energtico e ingesta alimenticia. Se ha encontrado que es sintetizada en los sincitiotrofoblastos y es secretada dentro de la circulacin materna. La leptina ha sido tambin relacionada con el depsito de grasa. Dado que en el ltimo trimestre del embarazo humano, de manera caracterstica, existe un depsito relativamenteaumentado de grasa, y que ste se ve evidentemente depletado en los casos de RCIU, resulta entonces probable que la leptina guarde relacin con la entidad.


  El objetivo de este estudio fue investigar si existen diferencias entre las mediciones de leptina obtenidas en un grupo de pacientes sanas y con RCIU. El estudio fue realizado en 12 pacientes con RCIU (casos) y 9 pacientes sin RCIU (controles). Se tomaron muestras de sangre materna, sangre de cordn y de lquido amnitico (LA). En el estudio pareado (n=9), los niveles de leptina en nios nacidos con RCIU presentaron concentraciones ms bajas que los nios control (p = 0.05). Las concentraciones de leptina en sangre de cordn se correlacionaron significativamente con el peso del neonato (p = 0.0002) y peso placentario (p=0.048). No se encontr una correlacin estadsticamente significativa de los niveles de leptina en sangre materna con el peso del neonato y el peso placentario. Las concentraciones de lquido amnitico mostraron una correlacin inversa y estadsticamente significativa con el peso neonatal (p=0.035), pero no con el peso placentario (p = 0.071). Se observaron correlaciones inversas y estadsticamente significativas entre: concentraciones de leptina materna y leptina en sangre de cordn (p=0.034); leptina de cordn con leptina en lquido amnitico (p = 0.011) y correlacin positiva entre leptina materna y leptina de lquido amnitico (p = 0.01).


  Palabras claves: Leptina, lquido amnitico, edad gestacional apropiada, suero materno, sangre de cordn, retardo de crecimiento intrauterino.


  ABSTRACT


  Perinatal determination of Leptin in mothers and neonates with diagnosis of retard of intra-uterine growth (RCIU) Recently it has been described that the leptin presents hormonal activity, acting on receivers and that it isinvolved in the regulation of the metabolic efficiency, spend energy and nutritious ingestion. Has been synthesizedin the sincitiotrofoblastos and it is secreted inside the maternal circulation. The leptin has also been related in thedeposit of fat. Since in the last trimester of the human pregnancy, in a characteristic way a relatively increaseddeposit of fat exists and that this leaves depletado evidently in the cases of RCIU, it is then probable that theleptin keeps relationship with the entity. The objective of this study was to investigate if differences exist among

  theleptinmensurations obtained in a group of healthy patients and with RCIU.


  The study was carried out in 12 patients with RCIU (cases) and 9 patients without RCIU (you control). For such a reason they took samples of maternal blood and blood cord and of amniotic liquid (THE). In the paired study (n=9) the leptin levels in children born with RCIU presented lower concentrations that the children control (p=0.05). The leptin concentrations in blood cord were correlated significantly with the weight of the neonate (p = 0.0002) and I weigh placentario (p = 0.048). It was not to significant correlation statistically of the leptin levels in maternal blood with the weight of the neonate and the placentario weight. The concentrations of amniotic liquid showed an inverse and statistically significant correlation with the weight neonatal (p = 0.035), but not with the placentario weight (p = 0.071). Inverse and statistically significant correlations were observed among: concentrations of maternal leptin and leptin in blood cord (p = 0.034); cord leptin with leptin in liquid amniotic (p = 0.011) and positive correlation between maternal leptin and leptin in the amniotic fluid (p = 0.01).


  Keywords: Leptin, amniotic fluid, appropiate for gestacional age, maternal serum, blood cord, intrauterinegrowth retarded.


  Introduccin


  La leptina (protena OB) es un monmero de un peso molecular de 16Kda y 146 aminocidos que est presente en el plasma. Esta protena ha sido llamada "leptina", derivada del griego leptsque significa delgado (1). El gen humano OB de la leptina est localizado en el cromosoma 7q31 (2); su DNA tiene ms de 15.000 pares de bases con 3 exones y dos intrones (3).


  La clonacin y secuenciamiento del gen ha permitido establecer que es un gen altamente conservado, con una homologa del 84% entre el humano y el ratn (4). Estudios posteriores mostraron que la leptina humana tiene un 67% de secuencia idntica de aminocidos con otras especies como gorila, chimpanc, orangutn, macacusrhesus , perro, vaca, cerdo, rata y ratones (5).


  A pesar de la homologa del gen con otras especies, no hay una secuencia aparentemente similar con ninguna otra protena, por lo tanto, fue difcil el establecer un modelo de estructura. La leptina humana se cristaliz substituyendo un aminocido de Glutamina (Glu) por un Triptfano (Trp) en la posicin 100, dando como resultado una protena llamada leptina E-100, con una funcin biolgica activa, soluble y fcil de cristalizar (5).


  Los receptores de la leptina (OB-R) tambin pertenecen a la superfamilia de receptores de citoquinas clase I (6, 7), median la interaccin de la leptina con el sistema hipotlamo neuroendocrino y regulan la concentracin de leptina en la circulacin (7, 8).


  El gen receptor de leptina OB-R presenta 6 variantes OB-R (a-e) (9), que se encuentran tanto en humanos como en ratones, aunque su expresin difiere marcadamente entre los diferentes tejidos. El receptor transmite la seal va Januscinasa (JAK). Un dominio extracelular es igual para todas las isoformas del OB-R, Los dominios intracelulares difieren en tamao y composicin de secuencia (9). El dominio extracelular del OB-R en ratones es homlogo al humano en un 78%, mientras que el dominio intracelular de la forma larga es homlogo en un 71% y es particularmente bien conservado (6).


  Los efectos sobre el metabolismo de lpidos en cultivos celulares sugieren que la leptina interviene en la homeostasis de la glucosa. La leptina directamente inhibe la concentracin de lpidos intracelulares, reduciendo lasconcentraciones de cidos grasos libres (AGL) y la sntesis de triglicridos (TG) y, a su vez, incrementando la oxidacin de lpidos (10).


  Los niveles de leptina en circulacin estn directamente correlacionados con la cantidad de grasa corporal e ndice de masa corporal (IMC) (11). Las personas obesas tienen ms altos los niveles de leptina, comparados con personas normales, y las de bajo peso tienen extremadamente reducidos los niveles deleptina(1, 12).


  En la etapa prepubertal, los niveles de leptina estn estrechamente relacionados con la masa grasa tanto en nias como en nios. El desarrollo de la pubertad probablemente es inducido cuando el depsito de grasa alcanza un cierto nivel, incrementando la liberacin de leptina desde los adipocitos hacia la corriente sangunea (13).


  En el perodo de la pubertad se presentan cambios en la composicin de sustancias corporales, algunos son dependientes del sexo. Las nias ganan ms masa grasa, mientras que los nios aumentan la masa grasa libre. La masa grasa es la que ms aporta leptina a la circulacin, pero una relacin negativa con la masa grasa libre no es explicada. Sin embargo, se considera que la produccin de leptina puede verse alterada por los efectos de otras hormonas como la testosterona, la cual tiene un efecto directo sobre los adipocitos (14).


  Aunque la expresin de la leptina en el tejido adiposo ha sido la ms investigada, su expresin de los OB-Rs en la placenta y en el feto, sugiere que esta citoquina juega un papel importante en el desarrollo fetal, debido a una seal que la madre enva al feto, la cual depende del estado energtico materno o, alternativamente, que la leptina fetal puede promover una seal hacia la madre que regula el crecimiento fetal y desarrollo.


  En los fetos, la leptina parece tener acciones multifactoriales, actuando de forma paracrina y endocrina (15).


  Materiales y mtodos


  Poblacin: La poblacin estudiada incluye 12 recin nacidos con RCIU y 9 con peso adecuado para la edad gestacional (AGA). Las muestras de LA, sangre materna y sangre fetal, se tomaron de pacientes que ingresaron al IMI con diagnstico ecogrfico de RCIU. El LA se obtuvo por amniocentesis para maduracin pulmonar fetal o en el momento de la cesrea; en pacientes que tuvieran ms de 34 semanas de gestacin y que fueran a ser desembarazadas en los siguientes 6 das de la toma del LA. Este se conocer como «grupo de estudio».


  Como grupo control se tom un nmero similar de pacientes de edad gestacional similar, sin diagnstico clnico de RCIU, a quienes se les practic amniocentesis para maduracin pulmonar fetal y que fueran a ser desembarazadas en los siguientes 6 das. Los casos registrados de RCIU se correlacionaron con los grupos controles por gnero y por edad gestacional.


  Reactivos: Todas las muestras fueron almacenadas a -70ºC hasta realizar los anlisis. Las concentraciones de leptina fueron medidas por duplicado por el mtodo de RIA (LincoResearch), utilizando un anticuerpo contra la leptina recombnate humana, con una sensibilidad de 0.5 ng/ml.


  Anlisis estadstico: El anlisis pareado entre pacientes con RCIU y controles (n=9) por sexo y FUR se realiz utilizando la prueba de Wilcoxon, para encontrar diferencias significativas entre las medianas de leptina en los tres compartimentos. Para establecer la relacin entre dos variables continuas no normales, se utiliz la correlacin categrica de Spearman.


  Toma de muestras: Se tomaron muestras de lquido amnitico, sangre materna, sangre fetal, de la siguiente manera: se procedi a tomar una muestra de 10 ml de lquido amnitico en el momento en que el mdico tratante indic el perfil de maduracin pulmonar fetal, o durante la cesrea. En el momento del parto (natural o por cesrea), se tom una alcuota de sangre venosa materna y de sangre venosa fetal (del cordn umbilical, una vez ligado).


  Definicin de casos y controles:


  Casos: Biometra con parmetros ecogrficos menores al percentil 10 para la edad gestacional, segn tabla de Hadlock.


  Controles: Biometra con parmetros ecogrficos entre el percentil 25 y 75 para la edad gestacional, segn tabla de Hadlock. Criterios de inclusin para el grupo de casos y controles: FUR confiable, ms de 34 semanas de gestacin, feto nico, amniocentesis prenatal por indicacin adicional (maduracin pulmonar, excepto en el caso de que se tome durante la cesrea), parto en el IMI en los siguientes 6 das a la toma de la muestra de LA (si el tiempo fue mayor la muestra se descart).


  Criterios de exclusin para el grupo de estudio y control: Malformacin congnita, diabetes materna, embarazo mltiple, infecciones perinatales del complejo TORCH, frmacodependencia, tabaquismo.


  Valoracin peditrica: Registro de peso placentario y peso neonatal segn la grfica con distribucin percentilar del Sistema Informtico Perinatal del IMI. Se procedi a tomar la talla y determinar el IMC. Entodos los casos las valoraciones se realizaron por el mismo pediatra.


  Aspectos ticos: La realizacin de este estudio estuvo sujeta a la previa aprobacin por parte del Comit de Investigacin del IMI. Supeditado a los lineamientos de la declaracin de Helsinsky sobre investigaciones biomdicas con consentimiento escrito de las pacientes.


  Resultados


  El anlisis pareado entre pacientes con RCIU y controles (n=9) encontr que las concentraciones de leptina en sangre de cordn fueron significativamente menores en los neonatos con RCIU que en los controles. La mediana para los casos con RCIU fue de 1.8 y para el grupo control de 4.05 (p = 0.05) (Figura 1).


  No se observaron diferencias estadsticamente significativas entre las concentraciones de leptina ensangre materna del grupo control y el grupo con RCIU. Las medianas para la concentracin de leptinamaterna del grupo control fue de 9.83 y para el de los casos fue de 12.22 (p= 0.31).


  De la misma manera, tampoco los valores obtenidos en lquido amnitico del grupo control y el grupo de estudio registraron diferencias estadsticamente significativas. La mediana para las concentraciones de lquido amnitico para el grupo control fue 1.64 y para el grupo con RCIU fue de 3.14 (p = 0.44).


  En el anlisis de correlacin las concentraciones de leptina en sangre materna y de cordn se relacionaron con peso fetal y placentario. Las concentraciones deleptina en sangre de cordn se correlacionaron significativamente con el peso del neonato (p = 0.0002) y peso placentario (p = 0.048).No se encontr una correlacin estadsticamente significativa de los niveles de leptina en sangre materna con el peso del neonato y el peso placentario.


  Las concentraciones de lquido amnitico mostraron una correlacin inversa y estadsticamente significativa con el peso neonatal (p = 0.035), pero no con el peso placentario (p = 0.071). Se observaron correlaciones inversas y estadsticamente significativas entre: concentraciones de leptina materna y leptina en sangre de cordn (p= 0.034); leptina de cordn con leptina en lquido amnitico (p = 0.011) y correlacin positiva entre leptina materna y leptina de lquido amnitico (p = 0.01).


  [image: ]


  Figura 1. Comparacin de los resultados de la concentracin de leptina en sangre de cordn entre el grupo control (AEG) y RCIU. Hay diferencia estadsticamente significativa entre la concentracin de leptina de cordn de neonatos normales y la concentracin de leptina de cordn de neonatos con RCIU (p<0.05). Los resultados se expresan como ng/ml de leptina. Esta figura representa la mediana de cada poblacin con su respectiva desviacin estndar. Los valores extremos se representan en crculo.


  Discusin


  Encontramos diferencias significativas entre las concentraciones de la leptina en sangre de cordn entre el grupo de casos y controles, siendo ms altas las concentraciones en los controles (6.21 4.03 ng/ ml) que en los casos (2.21. 1.79 ng/ml).


  Estas diferencias, tambin han sido reportadas por varios investigadores como Koistinen, et al. (16) en los RCIU 3.3 0.5 g/L(p<0,001) comparado con los AGA 14.5 2.8 g/L; (17), Managaya, et al. Reportaron una concentracin de 1.6 1.1 ng/ml en RCIU y 4.4 3.0 ng/ml en AGA (p<0,01); Tarquini, et al. (18) hallaron diferencias significativas con concentraciones de leptina en RCIU de 1.58 0.32 ng/ml y 5.65 0.62 ng/ml (p<0,001) en AGA. Estos hallazgos probablemente son esperables asumiendo que los nios con RCIU presentan menor cantidad de tejido adiposo, principal sitio de sntesis de leptina.


  Las concentraciones de leptina en sangre de cordn se correlacionaron con el peso al nacimiento (p = 0.0002) en esta investigacin. Matzuda et al. (19) y Koinstinen, et al. (16), entre otros autores, encontraron correlacin positiva entre las concentraciones de leptina en cordn con el peso del neonato con un valor p = 0.03 y p = 0.001 respectivamente.


  Las concentraciones de leptina en sangre fetal aumentan en relacin directa con el incremento absoluto de la masa grasa durante el perodo fetal, que a su vez se reflejar en el peso del neonato. Existe una fuerte asociacin entre las concentraciones de leptina y peso del cuerpo del neonato, reflejadas en las diferencias en los valores de leptina en suero de cordn entre recin nacidos con y sin RCIU.


  Los niveles de leptina en los nios nacidos con apropiado peso para la edad gestacional disminuyen durante los primeros das de vida; sin embargo, estos cambios son independientes del estado de crecimiento intrauterino y de las variaciones del IMC. Los niveles altos de leptina observados en el momento del nacimiento sugieren un mecanismo adaptativo para preparar al neonato a los cambios en la alimentacin y en el balance energtico postnatales (12, 20).


  Los nios nacidos con RCIU tienen niveles de leptinasignificativamente ms altos al final del primer ao de vida que los nios sin RCIU. Lo anterior sugiere que estos nios pueden desarrollar una "resistencia" a la leptina que resulta benfica para recuperar el crecimiento perdido in-tero, durante el primer ao de vida. Tambin las altas concentraciones de leptina en el primer ao sugieren una alteracin en el desarrollo del tejido adiposo en un tiempo determinado en la vida fetal.


  En este estudio no encontramos diferencias estadsticamente significativas entre las concentraciones de leptina en sangre materna en los casos (14.78 7.76 ng/ml) y los controles (15.62 16.4 ng/ml); aunque los niveles de leptina en sangre materna en fetos con RCIU fueron levemente superiores a los presentados por el grupo control.


  El promedio de peso de las madres con fetos sinRCIU fue ms alto que el promedio de las madres con fetos con RCIU, pero tampoco presentaron diferencias significativas, lo cual en parte puede explicar la no diferencia entre los niveles de leptina en ambos grupos. Si bien no hay correlacin estadsticamente significativa entre los dos grupos, el hbito alimenticio en una de las pacientes sesga los datos lo suficiente para obtener una correlacin ms uniforme.


  Los niveles elevados de leptina en la mencionada paciente del grupo con RCIU en parte son explicados por su patologa: obesidad mrbida. Este hallazgo sugiere que la presencia de la obesidad en la madre se constituye en un factor de riesgo para RCIU, lo cual ha sido ya corroborado en otras circunstancia obstetricias (diabetes, toxemia etc..).


  En esta investigacin no se encontr correlacin significativa entre las concentraciones de leptina materna y peso al nacimiento (p = 0.06), como tampoco entre leptina materna y peso placentario (p = 0.15). Vale la pena anotar que los niveles de leptina materna circulante se incrementan durante el embarazo de 2 a 4 veces, comparados con los niveles de mujeres no gestantes y declinan despus del parto.


  La expresin de la leptina por la placenta contribuye al incremento de las concentraciones circulantes de leptina materna durante el embarazo, probablemente por presentar un rol endocrino en la regulacin del balance energtico materno. De otra manera, la expresin de leptina en la placenta puede tener una actividad angiognica e inmunolgica, la cual afecta de una manera autocrina o paracrina. Esto tambin parece influenciar el crecimiento fetal y desarrollo para la unin de los receptores de leptina presente en los rganos fetales (21, 22). La falta de correlacin entre los niveles de leptina materna y el peso del neonato, quizs sea debido a que la placenta libera ms leptina dentro de la circulacin materna y en menor proporcin hacia el lado fetal.


  En este trabajo, los niveles de leptina en LA se correlacionaron inversamente con las concentraciones de leptina en sangre de cordn (p = 0.011). El LA no representa metablicamente una va de eliminacin de leptina y es de esperarse que sea de origen fetal. Los niveles aumentados de leptina en LA en los fetos con RCIU representan la posibilidad de una expresin aumentada del gen OB por los amniocitos, como respuesta adaptativa a la condicin de hipoxemia en el feto, que limita el crecimiento de este.


  La leptina del lquido amnitico puede tener tres orgenes: proveniente de la placenta, del feto o de ambos. En los casos sin RCIU, la placenta podra permitir el paso de leptina a la circulacin fetal, la cual se sumara a la leptina producida por el feto. En menor proporcin pasara leptina desde la placenta hacia el feto en los casos con RCIU. Los niveles msaltos en LA comparados con los de sangre fetal enlos casos con RCIU se pueden explicar a partir de la excrecin de la leptina por parte del rin fetal hacia el LA, la cual es la ruta de mayor importancia en el metabolismo de esta citoquina.


  Es este quizs el mayor aporte que nuestro trabajo hace al conocimiento que hasta el momento se tiene de la citoquina en cuestin, dado que este hallazgo no ha sido reportado en la literatura mundial. Desde el punto de vista fisiopatolgico es difcil explicar la razn por la cual fetos con menor tejido graso exhiben mayor concentracin de leptina LA cuando se los compara con fetos de peso normal.


  Nos permitimos conjeturar de manera cauta que, en los fetos sometidos a una noxa tal, el tejido trofoblsticohipxico libera mayor cantidad de leptinahacia la circulacin fetal como medida "adaptativa", estimulando el depsito de tejido fetal an en condiciones metablicas adversas y protegiendo al feto de la emaciacin, con su efecto anablico. De hecho, esta posibilidad adaptativa fetal ya ha sido considerada por hallazgos que handemostrado mayor produccin de leptina a partir de tejido trofoblsticohipxico.


  Desde el punto de vista diagnstico es de inters este hallazgo porque supone una va de exploracin clnica que hasta el momento no se ha realizado. El diagnstico de RCIU es, por razones aqu ya suficientemente expuestas, particularmente difcil. Es entonces posible en aquellos casos en los cuales es necesario definir si el ambiente intrauterino es adverso para tomar la decisin de terminar el embarazo. Esta situacin es muy frecuente en los casos de RCIU.


  Un elemento diagnstico ms sera la determinacin de los niveles de leptina en LA en tales pacientes por medio de la amniocentesis. Este procedimiento es de relativa fcil realizacin y no entraa una tecnologa particularmente difcil de acceder en el contexto clnico habitual en que se manejan las pacientes con fetos con RCIU.


  Si el obstetra tratante obtiene niveles de leptinamayores a aquellos esperados para la edad gestacional, puede concluir que dicho feto est sometido a una noxa que afectar su desempeo metablico. Este enfoque es novedoso, dado que hasta el momento el diagnstico de RCIU, ha sido tardo al basarse en criterios evidentemente ecogrficos. Ya en este momento, hay secuelas a nivel neurolgico y a otros niveles que hacen necesaria la bsqueda de otras alternativas diagnsticas ms tempranas como la que proponemos aqu, donde an no se han establecido secuelas y la noxa est recin teniendo lugar.


  Nuestro estudio tambin mostr una correlacin positiva entre las concentraciones de leptina en sangre de cordn y el peso de la placenta con un valor p = 0.048. Schubring, et al. (16), encontraron tambin una relacin positiva con una valor p <0.01, mientras que Tarquini, et al. (18) encontraron una relacin muy dbil entre las concentraciones de leptina en sangre de cordn y peso placentario (r =0.274; y p = 0.105).


  Se ha demostrado la produccin de leptina por tejido no adiposo, principalmente en los trofoblastosplacentarios y clulas amniticas (7). La localizacin de leptina y receptores de leptina OB-Rb y Ob-Ra en los sincitiotrofoblastos puede ser relevante para las funciones de la placenta como rgano endocrino. El mRNA de leptinaen la placenta est presente en mayor abundancia durante la gestacin temprana que al trmino; esta disminucin no predice el efecto sobre la secrecin de leptina o el incremento de volumen de los sincitiotrofoblastos, el cual es proporcional al incremento general en la masa placentaria entre el primer y ltimo trimestre. La placenta produce leptina que pasa a la cavidad fetal, lo cual puede sugerir su probable papel en el desarrollo intrauterino yneonatal (23).


  Observamos una correlacin inversa y estadsticamente significativa entre las concentraciones de leptina materna y de sangre de cordn (p = 0.034). Sin embargo, Tamura et al. (24) reportaron en 1998 una correlacin positiva lineal entre las concentraciones de leptina materna y leptina en sangre de cordn (p = 0.002).


  Una de las causas por las cuales los niveles de leptina materna se correlacionan inversamente con las concentraciones de leptina en sangre de cordn, puede ser que la placenta libera ms leptina dentro de la circulacin materna y en menor proporcin, hacia el lado fetal (25). La expresin de la leptina por la placenta contribuye al incremento de las concentraciones circulantes de leptina materna durante el embarazo, lo cual sugiere que la placenta presenta una funcin endocrina en la regulacin del balance energtico materno.
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  RESUMEN


  En esta investigacin fueron evaluados 286 pacientes que presentaron conjuntivitis bacteriana como impresin diagnstica ms frecuente. En 286 cultivos microbiolgicos realizados se obtuvieron 177 aislamientos bacterianos, encontrndose un 73.45% de flora Gram positiva siendo las especies ms frecuentes S. epidermidis (48.46%), S. aureus (35.38%),S. pneumoniae (4.61%) y Corynebacterium sp. (2.31%). El 26.55% correspondi a bacilos Gram negativos de los cuales el 74.47% son enterobacterias y el 25.53% microorganismos no fermentadores. En este estudio no se encontr diferencia significativa entre la convivencia o no con animales y tipo de microorganismo aislado asociado a zoonosis.


  Palabras Claves: Infecciones oculares, S. aureus, S. epidermidis, C. meningosepticum, K. ascorbata, A. faecalis.


  ABSTRACT


  Bacterial etiology of external ocular infections in patients that live together or not with animals. In this investigation 286 patients that presented bacterial conjunctivitis as more frequent diagnostic impression were evaluated. In 286 microbiological cultivations carried out 177 bacterial isolations were obtained, being 73.45% positive Gram flora being the most frequent species S. epidermidis (48.46%), S. aureus (35.38%), S. pneumoniae (4.61%) and Corynebacterium sp. (2.31%). 26.55% corresponded to negative Gram bacilluses of which 74.47% is enterobacterias and 25.53% unfermented micro organisms. In this study was not found significant difference among the coexistence or not with animals and type of isolated micro organism associated to zoonosis.


  Keywords: Ocular infections, S. aureus, S. epidermidis, C. meningosepticum, K. ascorbata, A. faecalis.


  ARTCULO ORIGINAL


  INTRODUCCIN


  La patognesis de las infecciones oculares est determinada por mltiples causas: la virulencia intrnseca del microorganismo, la respuesta natural del husped y la estructura anatmica, fisiolgica y bioqumica del ojo. Las infecciones pueden originarse externamente afectando las zonas directas de contacto; sin embargo, en ocasiones las bacterias afectan tejidos circundantes extendiendo la infeccin al ojo interno e incluso al cerebro (1).


  A nivel ocular varios microorganismos generan infeccin. La mucosa conjuntival puede hospedar frecuentemente microorganismos como Staphylococcus epidermidiso Staphylococcus aureus; con menos frecuencia pueden recuperarse algunas Corynebacterias, Neisserias no patgenas y Streptococcus pyogenes. Estos microorganismos pueden ser causantes de diversas infecciones oculares, entre las cuales se encuentran: conjuntivitis, blefaroconjuntivitis, dacriocistitis, queratitis entre otras; adems, dependiendo del tiempo de evolucin de la infeccin y del tratamiento instaurado inicialmente, se pueden generar complicaciones severas que conduciran a prdida parcial o total de la visin o incluso a septicemia.


  Muchas enfermedades infecciosas son transmitidas por animales a humanos en condiciones naturales. El agente infeccioso determina la sintomatologa clnica, que en las enfermedades de tipo zoontico puede ser sistmica o localizada, afectando la piel, el ojo, el sistema nervioso, las vas respiratorias y gastrointestinales, entre otras (2).


  A nivel ocular los microorganismos que generan infeccin, y que son transmitidos por animales de manera directa o indirecta, pueden ser bacterias como Francisella tularensis, Yersinia pestis, Pasteurella multocida, Chlamydia psittacii, Leptospira, Staphylococcus, y Streptococcus (3-7).


  En Colombia, los estudios sobre infecciones oculares son limitados; por lo tanto, no se conoce la frecuencia de los microorganismos que causan estas patologas. Adems, el diagnstico, en la mayora de los casos, es clnico: generalmente no se confirma con pruebas de laboratorio, lo cual genera que, en muchas ocasiones, especialmente en los casos de infecciones producidas por bacterias, el tratamiento no contrarreste la infeccin debido a que no se conoce con exactitud el agente etiolgico implicado en la patologa ocular. Por esta razn, este trabajo pretendi establecer qu tipo de bacterias producen infeccin en la poblacin de estudio y evaluar si existe o no asociacin de estos microorganismos con la convivencia o no con animales. Se estudiaron 286 pacientes que acudieron a consulta en el Instituto de Investigaciones Optomtricas de la Universidad de La Salle y pacientes captados en brigadas de salud realizadas en veredas a las afueras de la ciudad de Bogot. Cada paciente llen un formulario que permiti recolectar la informacin bsica. De todos los pacientes se emiti una impresin diagnstica y en los casos de diagnstico clnico presuntivo de infeccin ocular externa se tomaron muestras para diagnstico bacteriolgico, tincin de Gram y cultivo, con el fin de identificar el agente etiolgico.


  En los 286 pacientes se encontr como impresin diagnstica ms frecuente Conjuntivitis Bacteriana (34.61%), Blefaritis Inespecfica (19.93%) y Blefaritis Bacteriana (17.13%). Se obtuvieron 177 aislamientos bacterianos, encontrndose un notorio predominio de flora Gram-positiva 73.45%; las especies ms frecuentes: Staphylococcus epidermidis (48.46%), Staphylococcus aureus (35.38%), Streptococcus pneumoniae (4.61%) y Corynebacterium sp. (2.31%). El 26.55% correspondi a bacilos Gram negativos de los cuales el 74.47% son enterobacterias y el 25.53% microorganismos no fermentadores.


  Se aislaron algunos microorganismos hasta ahora no reportados en la literatura como agentes primarios de infeccin ocular (Enterococcus, Streptococcus grupo D no enterococo, Alcaligenes faecalis, Citrobacter sp, Chryseobacterium meningosepticum

  y Kruyvera ascorbata ). Es probable que al implementar el cultivo bacteriolgico como apoyo diagnstico en infeccin ocular, estos aislamientos sean ms frecuentes y se pueda determinar su implicacin como patgenos oculares.


  En este estudio no se encontr diferencia significativa entre convivencia o no con animales y tipo de microorganismo aislado asociado a zoonosis.Apartir de los resultados obtenidos en esta investigacin se hace una contribucin al estudio de las infecciones oculares en Colombia, ya que este es el primer trabajo sobre frecuencia de infecciones donde se relacionan los resultados microbiolgicos con la convivencia o no con animales. Finalmente, los datos obtenidos de frecuencia relativa de infecciones oculares beneficia no slo la salud visual de los pacientes sino tambin a los profesionales relacionados con esta rea, otorgndoles herramientas que mejoran el diagnstico y tratamiento de las mismas.


  Metodologa


  286 pacientes, tanto del Instituto de Investigaciones Optomtricas de la Universidad de la Salle, como captados en brigadas de salud, participaron de manera voluntaria y aprobaron la realizacin del estudio. Todos los pacientes fueron examinados con el fin de emitir una impresin diagnstica y realizar la toma de muestra para confirmar el diagnstico presuntivo. Los datos de los pacientes con diagnstico clnico de infeccin ocular se obtuvieron mediante encuestas realizadas en el momento de la consulta; se llev un registro de las mismas en un libro de pacientes, se cre una base de datos en el programa EPIINFO 6.04d y para establecer las relaciones entre las variables, se utiliz el programa ESTATA6.0.


  La muestra ocular fue tomada con un asa estril desechable o con escobilln impregnado de carbn activado (segn el caso); se tomaron muestras de la lesin y/o secrecin, con el fin de realizar frotis para estudio microscpico por medio de la coloracin Gram y fue transportada al laboratorio en medio de Stuart, el cual se mantuvo a temperatura ambiente hasta la inoculacin en los medios de cultivo de aislamiento primario.


  A partir del medio de transporte Stuart, la muestra fue cultivada en medios de aislamiento primario: agar sangre, agar chocolate y agar EMB. La identificacin de especies se realiz de acuerdo al protocolo establecido para aislamiento de grmenes comunes y se utiliz el ID BBLCRYSTALpara identificacin de Gram negativos.


  Resultados


  El 56.30% de las 286 muestras procesadas fueron positivas. A partir de los 286 cultivos realizados se obtuvieron 177 aislamientos y se encontr que las especies se distribuyen segn su frecuencia as: Staphylococcus epidermidis (35.60%),Staphylococcus aureus (26%), Eschericha coli (5.65%), Streptococcus pneumoniae (3.39%) y Enterococcus (3.39%) (Tabla 1).


  En 16 pacientes se aislaron dos tipos de microorganismos (Tabla 2).

  Se realiz un anlisis bivariado utilizando el programa ESTATA 6.0 con el fin de establecer una comparacin entre los resultados microbiolgicos y la convivencia o no con animales. De este anlisis se observa que la presencia de microorganismos (55.37%) es mayor con la convivencia con animales; sin embargo, no existe una diferencia significante (Tabla 3). En cuanto a los microorganismos aislados asociados a zoonosis, el 50% (34/68) correspondi a Staphylococcus epidermidis, seguido de Staphylococcus aureus 35.30% (24/68) y, en menor porcentaje Streptococcus pneumoniae (5,88%), Streptococcus viridans (4,11%) y Streptococcus grupo D no enterococo (4,11%). Utilizando el programa ESTATA 6.0 se pudo establecer que no existe asociacin evidente entre la convivencia con animales y el resultado de aislamientos positivos para microorganismos de origen zoontico.


  *Microorganismo aislado pero no identificado

  Tabla 1. Frecuencia relativa (%) de las especies bacterianas aisladas en 161 pacientes
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  Tabla 2. Casos en los que se aislaron dos especies bacterianas a partir de la misma muestra
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  De las especies bacterianas aisladas con el diagnstico clnico, se observa que el mayor porcentaje de aislamientos fue realizado en pacientes con conjuntivitis bacteriana (33,30%), blefaritis bacteriana (19,77%), blefaritis inespecfica (18.64%), conjuntivitis inespecfica (11,29%), blefaroconjuntivitis (6.21%), dacriocistitis (4.52%), celulitis (2,83%) y queratitis ulcerativa perifrica en el 0.56% de los casos (Tabla 4).


  Discusin


  En esta investigacin se obtuvieron 177 aislamientos encontrndose un notorio predominio de flora Gram-positiva 73.45%. Las especies Grampositivas aisladas ms frecuentes fueron: S. epidermidis (48.46%), S. aureus (35.38%), S. pneumoniae (4.61%) y Corynebacterium sp. (2.31%), que son consideradas flora habitual del ojo sano y que a menudo pueden causar infecciones externas como patgenos oportunistas cuando el tejido involucrado sufre algunos cambios en su estructura anatmica, su fisiologa o su bioqumica; cambios que


  Tabla 3. Especies bacterianas aisladas asociadas con la convivencia o no con animales.
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  pueden ser inducidos, inclusive, por el mismo agente patgeno, favoreciendo su propia colonizacin y diseminacin a tejidos adyacentes (8- 10). Las especies identificadas en los pacientes como posibles agentes causales de la infeccin y su frecuencia de aislamiento concuerdan con los hallazgos de otros autores (11-13).


  S. epidermidis y Corynebacterium sp. Comensales normales de conjuntiva y de prpado, al ser aislados por cultivo microbiolgico podran asociarse con contaminacin, ya que los aislamientos son considerados clnicamente significativos si son consistentes con los signos clnicos, la observacin microscpica y su crecimiento en ms de uno de los medios de cultivo, o si se aislan en diferentes medios


  Tabla 4. Distribucin del tipo de microorganismo aislado segn el diagnstico clnico (contina en la siguiente pgina...)
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  (9). Las infecciones producidas por estos dos agentes habitualmente son localizadas pero pueden diseminarse desde la conjuntiva hasta la crnea, al ojo interno, a la rbita e incluso al cerebro (12, 14, 15). En este estudio se encontraron tres casos de conjuntivitis bacteriana, dos en nios y una en adulto, cuyo agente etiolgico aislado fue Corynebacterium sp.


  S. epidermidis, reconocido componente de la flora conjuntival normal, actualmente es considerado patgeno oportunista, a menudo produce signos y sntomas tpicos de blefaroconjuntivitis Staphylococcica crnica (15). En el presente estudio, S. epidermidis fue aislado en un 25.40% de las conjuntivitis, 20.64% de las blefaritis, 7.94% de las blefaroconjuntivitis y en un 15.86% y 19.05% de las conjuntivitis y Blefaritis inespecficas respectivamente. La alta frecuencia de los hallazgos de Staphylococcus sp. en la blefaritis es el resultado de la ocurrencia de una conjuntivitis previa por el mismo microorganismo (9).


  S. aureus aislado en segundo lugar de frecuencia en las infecciones oculares externas, diagnosticadas clnicamente como bacterianas, tambin ha sido reportado por otros investigadores como causa comn de conjuntivitis y blefaritis bacteriana (16-17). Los hallazgos en este estudio muestran una frecuencia de aislamiento en un 30.40% de las conjuntivitis y un 19.6% de las blefaritis, adems en un porcentaje significativo (23.9%) de las blefaritis inespecficas.


  Otros microorganismos que son menos comunes pero que pueden transitoriamente ser parte de la flora normal y convertirse en patgenos oportunistas son S. viridans (2 a 6%) y S. pneumoniae (1 a 5%) (10). En este estudio, el porcentaje de aislamientos de S. viridans y S. pneumoniae fue del 2,36% y 4,72% respectivamente, del total de aislamientos de bacterias Gram positivas.


  El 26.55% del total de aislamientos correspondi a bacilos Gram negativos, de los cuales el 74.47% son enterobacterias y el 25.53% microorganismos no fermentadores. Estos resultados coinciden con lo reportado en la literatura (18).


  Se aisl E. coli de diez muestras as: tres casos de conjuntivitis bacteriana, dos de blefaritis bacteriana, dos de conjuntivitis inespecfica, uno de dacriocistitis, queratoconjuntivitis y blefaritis inespecfica respectivamente.


  La E. coli generalmente no causa infeccin ocular; sin embargo, puede hallarse en bajo porcentaje en conjuntivas normales, especialmente en personas con problemas intestinales o luego de un uso prolongado de antibiticos. Se ha descrito a nivel de conjuntiva como una oftalma purulenta neonatal, tambin en conjuntivitis pseudomembranosa en adultos y, en un mnimo porcentaje, en queratitis con hipopin, dacriocistitis y celulitis orbital (19).


  Las especies M. morganii y P. penneri fueron aisladas de un caso de blefaritis inespecfica y blefaroconjuntivitis respectivamente. Estos microorganismos son considerados invasores secundarios involucrados en queratitis severa, similar a la producida por Pseudomona sp. pero con un proceso ms rpido y destructivo que puede llevar a perforacin de la crnea (13). La Pseudomona aeruginosa es un patgeno comn aislado de celulitis orbitaria, conjuntivitis membranosa secundaria a queratitis que puede cursar rpidamente con destruccin corneal y necrtica teniendo como factor de riesgo una lesin corneal con cuerpo extrao (13, 8, 9). En este estudio se aisl una P. aeruginosa asociada a celulitis.


  Otro microorganismo aislado de un paciente con conjuntivitis bacteriana que present cuerpo extrao y adems usaba lentes de contacto fue Burkholderia cepacia perteneciente a la familia Pseudomonadaceae. Koneman, et al.(20) describen a B. cepacia, reconocido fitopatgeno que ocasionalmente se ha recuperado de casos de pacientes con enfermedad fibroqustica y conjuntivitis bacteriana; adems, la enfermedad ocular generalmente se presenta con antecedentes de lesin corneal, especialmente por un cuerpo extrao.


  En el presente trabajo se aislaron microorganismos, hasta ahora sin reporte previo en literatura, como causantes de infeccin ocular externa; a nivel de bacterias Gram positivas se aisl Enterococcus y S. Grupo D no entorococo ; en cuanto a las Gram negativas se identific Alcaligenes faecalis, Citrobacter sp ,Chryseobacterium meningosepticum y siete especies diferentes de la familia Klebsielleae; por lo tanto, es importante llamar la atencin sobre su aislamiento en la poblacin de estudio debido a que su casual aislamiento como agente etiolgico puede obedecer a la capacidad de establecerse como patgeno oportunista (21, 22). Es probable que al incrementar el cultivo microbiolgico en el diagnstico de infecciones oculares, estos aislamientos sean ms frecuentes y se pueda determinar su implicacin definitiva como patgeno ocular.


  El contagio del ojo por patgenos microbianos depende del contacto directo y, en gran parte, de las condiciones de salubridad e higiene del paciente, as como del contacto con personas o animales portadores de microorganismos. La frecuente relacin entre humanos y animales favorece el intercambio de agentes infecciosos entre las especies. Dentro de las bacterias reportadas en la literatura que han generado infecciones oculares y que estn asociadas con animales se encuentran: Brucella, Leptospira, Salmonella spp, Francisella tularensis, Yersinia pestis, Pasteurella multocida, Chamydia psittacii, Streptococcus y Staphylococcus (23, 6, 7, 4). En este estudio se aislaron especies de Streptococcusy Staphylococcus,pero no se encontr evidencia significativa entre la presencia de estas bacterias en infecciones oculares y la convivencia o no con animales. Igualmente, esta investigacin no mostr una relacin significativa al comparar las variables convivencia o no con animales y tipo de microorganismo aislado asociado a zoonosis (Tabla 3).
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  RESUMEN


  Ante el incremento creciente de estructuras tridimensionales (3D) de protenas determinadas por rayos X y tecnologas de NMR, as como de estructuras obtenidas mediante mtodos computacionales, resulta necesaria la utilizacin de mtodos automatizados para obtener anotaciones iniciales. Hemos desarrollado un nuevo mtodo para reconocer sitios en estructuras tridimensionales de protenas.


  Este mtodo est basado en un algoritmo previamente informado para crear descripciones de microambientes proteicos, utilizando propiedades fsicas y qumicas muy especficas. El mtodo de reconocimiento tiene 3 entradas: 1. Un juego de sitios que comparten alguna funcin estructural o funcional; 2. Un juego de sitios que no comparten funciones estructurales o funcionales; 3. Un solo sitio para anlisis. Una mquina clasificadora con vector de soporte utiliza detalles del vector, donde cada componente representa una propiedad en volumen dado. La validacin contra tests independientes muestra que esta prueba de reconocimiento tiene una alta sensibilidad y especificidad.


  Tambin describimos los resultados de examinar 4 protenas de unin a calcio (y con el calcio removido) utilizando una rejilla tridimensional de puntos de prueba en un espacio de 1.25Ao. Nuestros resultados muestran que descripciones basadas en propiedades con mquinas de soporte de vectores pueden ser utilizadas para el reconocimiento de sitios de protenas en estructuras no anotadas.


  Palabras claves: Aprendizaje de mquinas, anotaciones, estructura de protenas, sitios, algoritmos, nositios.


  ABSTRACT


  Sites Identification in Proteins, using machines with support vectors


  The increasing amount of protein three-dimensional (3D) structures determined by x ray and NMR technologies as well as structures predicted by computational methods results in the need for automated methods to provide initial annotations.We have developed a new method for recognizing sites in three-dimensional protein structures.


  Our method is based on a previously reported algorithm for creating descriptions of protein microenvironments using physical and chemical properties at multiple levels of detail. The recognition method takes three inputs: 1. a set of sites that share some structural or functional role, 2.a set of control non-sites that lack this role, and 3. a single query site. A support vector machine classifier is built using feature vectors where each component represents a property in a given volume. Validation against an independent test shows that this recognition approach has high sensitivity and specificity.


  We also describe the results of scanning four calcium binding proteins (with the calcium removed) using a three dimensional grid of probe points at 1.25Å spacing. Our results show that property based descriptions along with support vector machines can be used for recognizing protein sites in un-annotated structures.


  Keywords: Machine learning, annoted, protein structure, sites, algorithm, non-sites.


  ARTCULO ORIGINAL


  Introduccin


  Es indudable la gran expectativa y el seguimiento que han tenido los proyectos de secuenciamiento de genomas, proyectos de genmica estructural y aplicaciones en biotecnologa, entre otros, los cuales tienen y tendrn una repercusin a nivel no solamente cientfico sino tambi n econmico, industrial y social.


  Entramos en una era donde la secuencia del genoma humano y genomas de docenas de organismos han sido completadas. La comunidad biomdica y biolgica est poniendo su atencin en la protemica, es decir, en el estudio de las protenas productos de los genes secuenciados en un genoma. Es evidente que muchos en la comunidad cientfica estn pidiendo un proyecto del proteoma humano, anlogo al proyecto del genoma humano (1), pero que es, sin lugar a dudas, mucho ms complejo (2).


  El nmero de estructuras establecidas (3) y predichas por computador (4) se incrementa rpidamente; existe entonces una necesidad significativa de mtodos automticos que puedan colaborar en anotaciones bioqumicas y que puedan ser usados para realizar predicciones a escala genmica de sitios importantes en protenas.


  Bioinformtica


  La Bioinformtica es un campo interdisciplinario que se encuentra en la interseccin entre las Ciencias de la Vida y de la Informacin; proporciona las herramientas y recursos necesarios para favorecer la investigacin en muchas reas de la biologa. En algunos problemas, la bioinformtica es la nica herramienta de estudio y, por lo tanto, es crucial para el avance y la investigacin; de hecho, es una de las herramientas fundamentales para el secuenciamiento de los genomas. El genoma humano secuenciado por Celera es un genoma bioinformtico.


  Este campo interdisciplinario, que ya se considera no solamente un subconjunto de las ciencias de la computacin o de la biologa sino que es una disciplina independiente, comprende la investigacin y desarrollo de herramientas tiles para llegar a entender el flujo de informacin desde los genes a las estructuras moleculares, a su funcin bioqumica, a su conducta biolgica y, finalmente, a su influencia en las enfermedades.


  El flujo de informacin que estudia la bioinformtica es el flujo de informacin del DNA a la funcin biolgica (5), el cual se refiere al dogma central de la biologa: el DNA se transcribe en RNA, el RNA se traduce a protena y las protenas tienen funciones que realizan los procesos biolgicos celulares. Los enfoques de inform tica para estudiar este flujo incluyen mtodos para bsqueda de genes (6, 7), prediccin de estructura

  tridimensional (8-12) y modelado de redes metablicas.


  La fisiologa y el comportamiento de un organismo est dictado por sus genes, los cuales en un nivel muy bsico pueden ser vistos como sitios de almacenamiento digital de informacin; es as como la biologa es una ciencia de procesamiento de informacin (13).


  Estructura de protenas


  La sntesis de todas las protenas celulares est codificada por los genomas. Actualmente tenemos disponibles las secuencias de ms de 150 genomas celulares incluyendo varios de organismos multicelulares. Se vislumbra una nueva etapa en la investigacin biolgica, que emana naturalmente de la genmica o el estudio de los genomas y que incluye la caracterizacin de la expresin de las protenas codificadas por un genoma y el establecimiento de sus propiedades funcionales y estructurales.


  Los genomas definen el contenido de informacin de los organismos y, por lo tanto, definen la tipologa del organismo. La secuencia del genoma no dice cmo funciona un organismo; para tener respuestas a la pregunta de cmo funciona el organismo es necesario estudiar las protenas. Una de las mayores reas de investigacin biolgica en la actualidad, es cmo protenas construidas de solo 20 aminocidos diferentes, realizan gran variedad de tareas.


  Las protenas son cadenas de monmeros de aminocidos sin ramificaciones. La forma tridimensional particular de las protenas: 1) se origina en la secuencia de aminocidos, 2) ocurre post-traduccionalmente, 3) Est dada por interacciones no covalentes entre regiones de la secuencia de aminocidos (14). Solamente cuando la protena est en su estructura tridimensional correcta es capaz de funcionar eficientemente. Un paso importante para la anotacin de las protenas es reconocer sitios funcionales en regiones locales tridimensionales con roles funcionales especiales y ciertas caractersticas conservadas como sitios activos, sitios de unin y

  sitios de soporte de la estructura (15).


  Los sitios funcionales dan informacin valiosa acerca de la funcin de la protena. Algunos sitios funcionales tienen una relacin directa con la estructura primaria o secuencia de aminocidos y pueden, por tanto, ser reconocidos usando mtodos de bsqueda de motivos como Pfam (16). Sin embargo no todos los sitios funcionales tienen una relacin directa con la secuencia.


  Muchos sitios se componen de aminocidos que estn lejos unos de otros en la secuencia, pero cerca en el espacio tridimensional; stos pueden no tener caractersticas definidas a nivel de secuencia pero pueden ser reconocidos utilizando un mtodo basado en estructura. El trabajo realizado se enfoca en el reconocimiento de sitios que requieren informacin de la estructura terciaria. El objetivo de este trabajo es desarrollar un mtodo que pueda reconocer diferentes sitios funcionales y que sea aplicable a sitios con o sin conservacin de residuos o geometra.


  Un procedimiento estadstico para caracterizar un sitio y el ambiente que lo rodea ha sido reportado anteriormente (17). Basado en ste se ha desarrollado un nuevo sistema que utiliza mquinas con vectores de soporte. En este artculo mostramos que podemos reconocer sitios de unin de calcio con sensibilidad y especificidad ms alta que la informada en la literatura, usando m- quinas con vectores de soporte.


  Mquinas con vectores de soporte


  La resolucin de problemas por medio de aprendizaje de mquinas se adapta bien en reas donde hay una gran cantidad de datos pero poca teora, y este es el caso de la bioinformtica (18). Los mtodos de aprendizaje de mquina pueden ser, desde un punto de vista general, divididos en aprendizaje supervisado y no supervisado. Se dice que el aprendizaje es supervisado cuando a un algoritmo de aprendizaje se le da un conjunto de ejemplos junto a la clase a la que pertenecen y se prueba en un conjunto de datos en los que no se conocen las clases a las que pertenecen; para el caso de la identificacin de sitios en protenas, tenemos un aprendizaje supervisado, ya que contamos con una serie de sitios previamente identificados por mtodos de cristalografa.


  Dentro de los mtodos de aprendizaje de mquina tenemos a las mquinas con vectores de soporte, las cuales son modelos de entrenamiento supervisado utilizados en problemas de clasificacin binaria, fcilmente extensibles a modelos de clasificacin mltiple.


  Su funcionamiento se basa inicialmente en la transicin del problema original a uno de mayor dimensin generalmente mediante una transformacin con funciones no lineales (19). Dadas ciertas funciones especiales para la transformacin que deben cumplir ciertas propiedades matemticas (continua, integrable, acotada), se puede demostrar que en el nuevo espacio de clasificacin, las categoras por discriminar tendrn mayor probabilidad de ser linealmente separables.


  Con la transformacin del espacio de entrada a uno de mayor dimensionalidad se convierte el problema de clasificacin en la determinacin del hiperplano de separacin ptima, tomando como criterio de evaluacin la calidad de la separacin medida a partir de las distancias mnimas entre los datos clasificados y el hiperplano de separacin (margen de separacin); este ltimo se considera normalizado para los datos fronterizos (vectores de soporte) donde se cumplen las siguientes proposiciones:


  [image: ]


  Figura 1 . Hiperplano para la separacin. Los vectores de soporte estn encerrados en crculo.


  El problema de entrenamiento, dadas las poblaciones de ejemplos positivos y negativos, se puede ver como un problema de optimizacin restringida de una funcin convexa, planteando la ecuacin lagrangiana donde se representa el margen de separacin con base en la norma del vector de pesos, y se incluyen trminos de la calidad de separacin para cada vector de ejemplo (ponderados por los multiplicadores de Lagrange), tenindose adicionalmente que satisfacer la condicin de optimalidad.


  [image: ]


  Con base en esto se plantea el sistema dual y se soluciona por mtodos de solucin de optimizacin cuadrtica, obteniendo los multiplicadores de Lagrange, de los cuales se deduce el vector de pesos del hiperplano ptimo de separacin y con ste se deducen los valores de traslacin del hiperplano, con el cual se pueden clasificar los nuevos casos de anlisis.


  Para el caso de que los datos no sean separables se puede plantear un modelo similar, que adems, debe incluir variables de holgura que cuantifican los errores de clasificacin para cada uno de los datos y se adicionan con coeficientes negativos (penalizacin) a la funcin objetivo del problema de programacin cuadrtica planteado.


  Mtodos


  Se consideran sitios de unin de calcio las regiones esfricas de 7Å centradas sobre iones determinados por cristalografa. Los no-sitios son utilizados como controles explcitos y son regiones esfricas de 7Å en regiones esfricas en la superficie o al interior de protenas que no se unan al calcio.


  Se decide si una regin (una esfera de 7Å alrededor de un sitio de prueba) es o no un sitio de calcio construyendo un clasificador con sitios conocidos de unin de calcio y no-sitios conocidos. Un diagrama esquemtico del sistema se muestra en la Figura 2. El objetivo es clasificar la regin y decidir, basados en la mquina con vectores de soporte, si se trata o no de un sitio de unin de calcio.


  Se comenz recolectando un conjunto de sitios de unin al calcio y de no-sitios de una versin local de la base de datos de estructura terciaria de protenas PDB. Los sitios y no-sitios fueron divididos en vol- menes espaciales, los cuales son esferas concntricas con un radio de 1Å. Para cada sitio y no-sitio el sistema calcula el conteo de cada propiedad en cada uno de los volmenes espaciales. Luego toma un vector con todas las caractersticas en cada uno de los volmenes y se entrena una mquina con vectores de soporte con ejemplos negativos y positivos. Una lista completa de las caractersticas usadas para el clasificador se provee en la Tabla 1.


  Tabla 1. Caractersticas usadas para el entrenamiento
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  Figura 2. Esquema del sistema para la identificacin de sitios.


  El conteo de las propiedades de los sitios y los nositios puede ser usado para formar un modelo cuantitativo. Cuando se da una nueva regin en una estructura dada, se divide de nuevo la estructura en conchas concntricas y se aplica el sistema para calcular la presencia de la propiedad en los volmenes espaciales. El clasificador construido toma el vector con las caractersticas y decide si se trata o no de un sitio de calcio.


  Experimentos


  Para el entrenamiento, usamos caractersticas derivadas de 68 sitios de unin al calcio y 120 no-sitios. Escogimos tres conjuntos de prueba independientes no usados previamente en el anlisis con protenas diferentes provenientes de organismos diversos. Para examinar el sistema a gran escala, en miles de regiones de prueba en una situacin realista, se buscaron sitios en 4 protenas con sitios de unin a calcio que no tenan ninguna relacin y que no fueron usadas en el entrenamiento.


  Para cada estructura de prueba, se defini una rejilla de 1.25Å. El clasificador con mquinas con vectores de soporte fue aplicado a cada punto de la rejilla para mirar si era o no un sitio de unin de calcio. Puntos de la rejilla que estuvieron cerca al margen de clasificacin fueron marcados como sitios potenciales de unin de calcio. Los puntos ms cercanos son mostrados grficamente en un visualizador y su ubicacin fue comparada con los sitios reales de unin de calcio, como se muestra en las figuras 3 y 4.


  Resultados


  Para evaluar el desempeo del algoritmo de reconocimiento usamos dos medidas: sensibilidad (habilidad para reconocer un sitio de unin a calcio) y especificidad (habilidad para reconocer un sitio que no se une al calcio) definidos de la siguiente manera:
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  Donde TP es el nmero de verdaderos positivos, FP es el nmero de falsos positivos, TN es el nmero de verdaderos negativos y FN es el nmero de falsos negativos.


  La sensibilidad y especificidad en el reconocimiento de sitios de unin de calcio en el conjunto de prueba se muestra en la tabla 2. Las estructuras y los sitios de calcio potenciales encontrados por el mtodo se encuentran en las figuras 3 y 4.


  Tabla 2. Resultado de los experimentos.
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  Figura 3. Bsqueda de sitios de calcio en la protena con cdigo PDB3IOB
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  Figura 4. Bsqueda de sitios de calcio en la protena con cdigo PDB 3PAL.


  Discusin


  El mtodo de reconocimiento presenta sensibilidad por encima del 90% y especificidad del 100%, lo cual muestra que el mtodo es robusto y preciso. El desempeo del mtodo de bsqueda en protenas es promisorio.


  Cada protena requiri evaluacin de ms de 15.000 puntos de prueba y condujo a un nmero pequeo de puntos candidatos. Para las cuatro protenas el mtodo reconoci los sitios de unin de calcio.


  Los sitios candidatos estuvieron a una distancia de 1Å. El enfoque es, en principio, general y estamos tratando de crear clasificadores para otros sitios importantes en protenas. Tambin se trabaja para mejorar la eficiencia del cdigo de bsqueda de sitios, para permitir anotacin automtica de estructura a escala genmica.
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  RESUMEN


  Actualmente existe gran inters en el metabolismo mineral y el papel de la vitamina D3 por su importancia en el entendimiento de la patognesis de la osteoporosis y, en consecuencia, por sus aplicaciones teraputicas y preventivas. La cuantificacin de la Vitamina D implica varios pasos previos: separacin, extraccin y fraccionamiento, que requieren el desarrollo de diversos mtodos buscando exactitud, precisin, rapidez y versatilidad. El presente estudio tuvo como objetivo cuantificar las concentraciones sricas de los principales metabolitos de la vitamina D3: 24-hidroxicolecalciferol, 24,25-dihidroxicolecalciferol y 1,25 dihidroxicolecalciferol expresados como vitamina D3 total en 50 pacientes con osteopenia u osteoporosis. El ensayo se realiz por un sistema de HPLC.


  La recuperabilidad post-extraccin fue del 85%, la sensibilidad para el 1,25 dihidroxicolecalciferol fue de 12.37 pg/ml y del colecalciferol de 25 pg/ml. El promedio de Vitamina D3 total fue de 2072 ng/ml con un intervalo de 6.3 a 10600 ng/ml y se hall diferencia significativa en las medias de concentracin de Vitamina D entre mujeres con DMO normal y las que tenan al menos osteopenia en cadera (p<0.04); sin embargo, esta diferencia no fue significativa en pacientes en columna. Se encontr una diferencia significativa de concentraciones medias de vitamina D entre casos con y sin antecedente de fractura (p=0.12). Se discute la relacin de las concentraciones de vitamina D con los valores de densidad mineral sea y variables clnicas, biolgicas y sociodemogrficas.


  Palabras clave: Vitamina D3 y metabolitos, HPLC, Cartuchos Sep-Pak, Colecalciferol, 1,25-(OH)2-D3, Osteoporosis.


  ABSTRACT


  Vitamin D estimate in women with osteopenia and osteoporosis in Cundinamarca, Colombia, by means of extraction in solid phase, liquid chromatography of high resolution and multivaried analysis At present great interest in the mineral metabolism exists and the role of the vitamin D3, by its importance in the understanding of the pathogenesis of the Osteoporosis and consequently by its preventive and therapeutic applications. The quantification of the Vitamin D implies various previous steps: separation, extraction and division that require the development of diverse methods seeking accuracy, precision, rapidity and versatility.


  The present study had as an objective to quantify the concentrations from serum of the main metabolites of the vitamin D3: 24-hidroxicolecalciferol, 24,25-dihidroxicolecalciferol and 1,25 dihidroxicolecalciferol aforesaid as vitamin D3 total in 50 patients with osteopenia or osteoporosis. The trial was carried out for a system of HPLC.


  The percent recovery post-extraction went of the 85%, the sensibility for the 1,25 dihidroxicolecalciferol went of 12.37 pg/ml and of the colecalciferol of 25 pg/ml. The average of Vitamin D3 total went of 2072 ng/ ml with an interval from 6.3 to 10600 ng/ml and was found differentiates significant in the Vitamin D concentration averages among women with DMO normal and the ones that had al less osteopenia in hip (p<0.04), nevertheless this difference was not significant in column. A significant difference of average concentrations of vitamin was found D among cases with and without antecedent of fracture (p=0.12). The relation of the concentrations of vitamin is discussed D with the bony mineral values of density and sociodemographic, biological, and clinical variables.


  Key words: Vitamin D3 and metabolites, HPLC, Cartridges Sep-Pak, Colecalciferol, 1,25-(OH)2-D3, Osteoporosis.


  Introduccin


  La vitamina D es la nica prohormona (estiroidea) que se encuentra en la sangre en dos distintas formas qumicas: la vitamina D2 (Ergocalciferol), de origen vegetal, y la vitamina D3 (Colecalciferol), sintetizada en la piel u obtenida en la dieta alimenticia (1-7). Actualmente, cuando hablamos de vitamina D nos estamos refiriendo a la vitamina D3, ms utilizada y que tiene un mayor espectro de aplicacin (8-11). El 7–dehidrocolesterol, gracias a la accin de la luz ultravioleta origina la vitamina D3; este metabolito, si bien es el ms abundante en el plasma, es biolgicamente inerte. Su metabolito activo primario y la forma hormonal es el 1,25-dehidrocolecalciferol [1,25-(OH)2 D3] o Calcitriol, el cual es producto de dos hidroxilaciones sucesivas en la molcula de Colecalciferol (9).


  La vitamina D es ampliamente reconocida como una hormona (1, 9, 12) 1,25-(OH)2D3 como tal, se sintetiza en el organismo, es transportado en sangre, se activa en ciertos rganos y ejerce sus efectos biolgicos interactuando con sus receptores especficos localizados en diversas clulas blancos (10). Adems, su produccin y degradacin son procesos regulados por mecanismos de retroalimentacin que responden a factores inicos (Ca++, P), polipeptdicos (PTH, calcitonina), 1,25-(OH) 2 D3 (esteroideos) y, probablemente, tambin por la accin de la prolactina y los estrgenos (12). Los rganos blancos principales del 1,25-(OH)2 D3 son el rin, el hueso y el intestino, cuya accin fisiolgica va dirigida a la absorcin, mantenimiento y homeostasis de los iones minerales de calcio, fsforo y otros, siendo un factor importante en el crecimiento (1-3) y endurecimiento de huesos (4, 5, 8) y dientes (6, 7, 12). As mismo, se han identificado receptores especficos para la forma activa de la vitamina D en una amplia variedad de tejidos (13-15). Esta importante sustancia migra a un elevado nmero de tejidos diana donde tienen lugar interacciones especficas responsables de un conjunto significante de respuestas biolgicas (14) como la regulacin de la transcripcin de ciertos genes, promocin de la diferenciacin celular (16, 17), regulacin de la proliferacin de clulas normales y malignas, estimulacin del sistema inmunolgico (1, 4, 11).


  Actualmente, la vitamina D est relacionada con varias entidades de inters a nivel general como son osteoporosis (18, 19), raquitismo (1, 7, 18), osteomalacia (12, 19), osteodistrofia renal, retinopata severa en pacientes diabticos (17), psoriasis (16), cncer, leucemia (15), arritmias cardiacas (4), escleroderma, SIDAy enfermedades neurodegenerativas (11), que han motivado el desarrollo de investigaciones que ayuden a la prevencin y tratamiento e incluyen la sntesis de nuevos frmacos para aplicaciones clnicas.


  La osteoporosis es una condicin metablica del tejido seo que conduce a una prdida progresiva de la matriz mineral con la subsecuente fragilidad y predisposicin a fracturas, considerada desde el punto de vista gentico como un modelo multifactorial. En la actualidad, constituye un grave problema mdico que tiene adems una importante repercusin social y que presenta gran incidencia entre las mujeres especialmente a partir de los 50 aos (20, 21). Riggs y Melton clasificaron la osteoporosis primaria en dos diferentes sndromes clnicos: Tipo I u osteoporosis postmenopusica y Tipo II u osteoporosis senil relacionada con la edad. En el mundo se calculan 200 millones de personas afectadas. En Latinoamrica, 12.5 millones de personas son vctimas de fracturas.


  En los trabajos realizados por el Instituto Nacional de Salud (INS) en Bogot con una muestra estratificada de mujeres por encima de los 40 aos y pertenecientes a diferentes orgenes, se encontr que la osteoporosis aumenta en forma notoria y acelerada entre las dcadas quinta y sexta de la vida, con una de las prevalencias ms altas en relacin con las estadsticas internacionales para estos grupos etarios.


  El estudio de prevalencia de osteoporosis del INS mostr que al menos el 57% de la poblacin mayor de 60 aos tiene osteoporosis y se proyecta que medio milln de personas la tendran para el ao 2001 (23). La osteoporosis es una condicin en incremento (21). Estudios de Medelln y Barranquilla demuestran frecuencias muy similares a las presentadas a nivel internacional (22, 23).


  Actualmente hay gran inters en el metabolismo mineral y el papel de la vitamina D3, por su importancia en el entendimiento de la patognesis de la osteoporosis y, en consecuencia, por sus aplicaciones teraputicas y preventivas (24). A causa de los cambios en la circulacin del 1,25-(OH)2 D3 y su influencia en la fisiopatologa de enfermedades del metabolismo del calcio se debe hacer el esfuerzo de desarrollar ensayos o mtodos que permitan determinar este importante analito en plasma, siendo una ventaja conocer el status de vitamina D de los individuos antes de una prescripcin teraputica (9).


  El mtodo por el sistema HPLC es altamente sensible y especfico, que a diferencia de otras metodologas no requiere radioistopos que puedan poner en riesgo la salud del operario, su entorno y el medio ambiente. Dado que la vitamina D se encuentra presente en cantidades muy pequeas en los fluidos biolgicos y por sus caractersticas lipdicas, la cuantificacin de la Vitamina D implica una metodologa compleja de varios pasos: separacin, extraccin, fraccionamiento y cuantificacin; por lo tanto, requiere el desarrollo de mtodos diversos buscando precisin (25, 29) y versatilidad (26). En la ltima dcada, hay inters por estudiar los metabolitos de la vitamina D, en particular si estn relacionados con la accin hormonal del 1,25- (OH) 2 D3 y el metabolito intermediario 25-OH-D3.


  La mayora de las tcnicas para tal fin involucran el HPLC. Sin embargo, los procedimientos de extraccin usados algunas veces se basan en mtodos convencionales que incluyen requerimiento de grandes volmenes de muestra, formacin de emulsiones y recuperacin errada de compuestos no deseados, siendo ineficientes en la remocin de sustancias qumicamente similares a la vitamina D. Con el presente estudio se pretende planear, disear y ejecutar todos los procedimientos necesarios para llevar a cabo la estandarizacin de la metodologa para determinar la vitamina D en Colombia y cuantificar las concentraciones sricas de los principales metabolitos de la vitamina D3: 24-hidroxicolecalciferol, 24,25-dihidroxicolecalciferol y 1,25 dihidroxicolecalciferol, expresados como vitamina D3 total, principalmente en pacientes con riesgo de osteoporosis, considerando su posible utilidad para detectar precozmente esta condicin, factible de prevencin mdica sustitutiva. Dicho ensayo est basado en un sistema de HPLC, la extraccin y purificacin en fase slida, utilizando cartuchos de silica C18 (SepPak), que permite obtener extractos eluidos mediante solventes orgnicos, los cuales contienen el analito que posteriormente se cuantifica.


  Materiales y mtodos


  Obtencin de sueros humanos: Venopuncin a 50 pacientes voluntarios de sexo femenino procedentes de varios municipios del Departamento de Cundinamarca en Colombia, con osteopenia u osteoporosis (documentado por DMO Densitometra Mineral sea ), asistentes a consulta externa en el Hospital de La Samaritana y el centro mdico Salud Reinun en Bogot D.C. Se centrifug la muestra de sangre sin anticoagulante entre 2.500 y 3.000 r.p.m. durante 15 minutos y se conservaron en congelacin a –20oC hasta el momento de iniciar la determinacin.


  Extraccin de la muestra: A0.2 a 1.0 ml de suero en un tubo eppendorf, se agreg un volumen de acetonitrilo, se agit vigorosamente en un vrtex por 20 segundos y se llev a centrifugacin (20°C, 2.000 x g, 10 minutos). Despus de centrifugada se decant el sobrenadante dentro de un tubo de vidrio 13 100 que contena 0.5 volumen de K2HPO4 0.4 M pH 10.5 y se mezcl en un vrtex por 30 segundos; luego se centrifug a 2.000 gravedades por 10 minutos a 20°C.


  Purificacin de la Vitamin a D y sus metabolitos: El extracto obtenido se aplic directamente al cartucho Sep-pak Plus C18 de asociacin Waters, previamente activado, y se lav con 5 ml de agua desionizada y 3 ml de metanol: agua (70:30). Estas dos fracciones se descartaron, se eluy con 3 ml de acetonitrilo (fraccin recolectada), se sec la fraccin obtenida bajo flujo de nitrgeno y resuspendi con 0.5 ml de hexano: isopropanol (96:4), al cartucho de silica C18 Sep-Pak Plus se aplic el extracto que contiene los metabolitos de la Vitamina D, lavando el tubo con la adicin de 0.5 ml ms de solvente, se lav sucesivamente con 11 ml de hexano: isopropanol (96:4), 8 ml de hexano: isopropanol (94:6) y con 10 ml de hexano: isopropanol (85:15), se recolectaron las fracciones y secaron bajo flujo de nitrgeno.


  Procedimiento de activacin de los cartuchos Sep-Pak C 18 : Los cartuchos nuevos y los reutilizados deben ser activados o prelavados para su uso con la adicin secuencial de 5 ml de hexano, 5 ml de cloroformo, 5 ml de metanol y 5 ml de agua.


  Procedimiento de lavado de los cartuchos Sep- Pak C 18: Los cartuchos utilizados fueron lavados con la adicin secuencial de 5 ml de metanol, 5 ml de cloroformo, 5 ml de hexano y 5 ml de hexano-isopropanol (96:4).


  Cuantificacin de la Vitamin a D y sus metabolitos: Las fracciones recolectadas fueron resuspendidas en 50 ul. de metanol o etanol e inyectadas al equipo para HPLC utilizando: Fase Mvil Acetonitrilo: Metanol: Agua 25:25:1, solventes grado HPLC y pasados por desgacificador con filtros de membrana de Millipore® de 0.5, longitud de onda de 265 nm con 486 Tunable Absorbance Detector: Waters®, tiempo de corrida 10 minutos, fase reversa con columna Simmetry® C8 5 um, 3.9 x 150 mm Column Waters, TM y Controller Waters® TM 600. El estndar es directamente comparado con la muestra.


  Clculos: El graficador mediante el software Millenium muestra las concentraciones de Vitamina D3 y sus metabolitos25-(OH)D3, 24,25-(OH)2D3 y del 1,25- (OH) 2D3 del suero en forma de pico cromatogrfico. El rea bajo la curva y/o la altura de cada pico es directamente proporcional a la concentracin de la sustancia, lo cual permite la cuantificacin precisa de sta. Los datos se tabularon en Excel 97-4.0 y procesados en Epi Info 6 versin 6.04a.


  Resultados


  Caracterizacin cromatogrfica de la vitamina D: Se compararon las columnas NovaPak y Simmetry para definir cul de estas permite una mejor resolucin de las vitaminas liposolubles. Para ello, se utilizaron los estndares de trans-Retinol (vitaminaA) y Colecalciferol (vitamina D). Dentro de las caractersticas cromatogrficas, la columna Simmetry permiti mayor resolucin de dichas sustancias. Adicionalmente se evaluaron los estndares de Uracilo y alfa-Tocoferol como estndares internos de la columna, determinando la utilizacin del Uracilo para estabilizar la columna,mas no como estndar interno a bajas concentraciones.


  El estndar de trans-Retinol present varios picos. Los estndar de Colecalciferol y alfa-Tocoferol son los que reportaron picos ms definidos, agudos con bases simtricas an en varias diluciones. La mayor absorcin para la vitamina D se hace en una longitudde onda de 265 nm, segn los ensayos realizados desde 254 a 280 nm. Con la fase mvil utilizada se logr una velocidad de corrida por muestra de 1.0 ml/min por 10 minutos. Los tiempos de retencin obtenidos se muestran en la Tabla 1.


  Tabla1. Tiempos de retencin de las vitaminas liposolubles que han sido descritas por algunos autores como interferentes de los anlisis para cuantificar Vitamina D; y del Uracilo postulado para ser utilizado como estndar interno.
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  Recuperabilidad : Dado que para extraer la vitamina D se requiere de un proceso largo y un tanto dispendioso, se consider importante calcular qu porcentaje se recupera de la vitamina tras su paso por el cartucho de silica C18, recuperndose el 85% si se hace elusin con acetonitrilo y el extracto previo eluido con metanol nicamente contendra el 15% restante.


  Curva de calibracin: La curva de calibracin para cuantificar vitamina D total se realiz con el rea bajo la curva versus concentracin y se estableci con estndares certificados de 1,25- dihidrocolecalciferol y colecalciferol, obtenindose un coeficiente de regresin lineal Re=0.9932 (R2=0.9864).


  Concentracin de Vitamina D: La concentracin media de vitamina D3 total en muestras sricas de nuestro estudio fue de 2072 ng/ml, con un intervalo de 6,3 a 10600 ng/ml. La mayora de las concentraciones estuvieron por debajo de los 4 pg/ml, como muestra la figura 1, y la mayor frecuencia de estas concentraciones estuvo entre 1- 2 pg/ml como se muestra en la Figura 2. La sensibilidad lograda hasta el momento es del orden de 2 pg. por inyeccin que equivalen a 40 pg/ul. Los cromatogramas obtenidos para los principales metabolitos de la vitamina D se muestran en la Figura 3.


  Finalmente, la comparacin de las medias de las concentraciones de la vitamina D entre las mujeres normales y con osteoporosis u osteopenia, segn su

  DMO, demostr que existe una diferencia estadsticamente significativa en las medias de concentracin de Vitamina D entre mujeres con DMO normal (p<0.04) y las que tenan al menos osteopenia en cadera (Tabla 2), pero esa diferencia no fue significativa en columna (Tabla 3). La vitamina D tiene un efecto sobre la frecuencia de fracturas, aunque los informes publicados son muy heterogneos. Se hall una diferencia significativa de concentraciones medias de vitamina D entre casos con y sin antecedente de fractura (p=0.12), segn muestra la Tabla 4.
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  Figura 1. Dispersin de la concentracin de vitamin a D y casos. La concentracin media de vitamina D3 total en suero fue de 2072 ng/ml, intervalo de 6,3 a 10600 ng/ml.
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  Figura 2. Distribucin de frecuencias de concentraciones sricas de vitamina D.
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  Figura 3. La caracterizacin cromatogrfica de los principales metabolitos de la Vitamina D.Los cromatogramas de los principales metabolitos de la Vitamina D extrados con hexano- isopropanol. Sensibilidad de 12.37 pg/ml para 1,25 dihidroxivitamina D3, y 25 pg/mL para vitamina D3.


  Tabla 2. Comparacin de Medias de Concentracin de Vitamina D segn a condicin de Densidad sea de Cadera


  [image: ]


  Tabla 3. Comparacin de Medias de Concentracin de Vitamina D segn a condicin de Densidad sea de Columna
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  Tabla 4. Comparacin de Medias de Concentracin de Vitamina D segn antecedentes de fractura Previa.
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  Discusin


  En sus estudios sobre cromatografa, H.R. Bolliger seala la vitamina A como un interferente cuando se quiere determinar Vitamina D (30), debido a que ambas vitaminas son liposolubles y estn presentes en el suero; adems, sugiere la utilizacin de columnas como fase estacionaria en un proceso de cromatografa. Por tanto, se evalu la resolucin entre las columnas NovaPak y Simmetry, con los estndares trans-Retinol (vitamina A) y Colecalciferol (Vitamina D), demostrando que la columna Simmetry tuvo mejor resolucin para estos dos estndares y se utiliz durante la metodologa del estudio. Los cromatogramas del estndar de trans-Retinol presentaron varios picos, esto puede deberse a la presencia de isomeros, posiblemente por la mayor sensibilidad de la vitamina a variacin con los rayos solares y la luz en general. Sin embargo, se estableci que el Retinol y su tiempo de retencin

  no interfieren con la vitamina D.


  El uracilo se escogi como estndar interno puesto que su estructura qumica corresponde a un anillo pirimidnico, anillo que hace parte tambin de la estructura de la vitamina D, posee absorcin a la misma longitud de onda en que absorbe el analito de inters, no se encuentra normalmente en fluidos corporales y, aunque se comparte alguna similitud estructural, tienen diferente comportamiento cromatogrfico. Sin embargo, cuando se determin a qu concentraciones mnimas el uracilo puede ser utilizado como estndar interno, ocurre un fenmeno de traslapacin de picos o picos de bases unidas, por tanto este estndar sirvi para estabilizar la columna pero no se utiliz como estndar interno a bajas concentraciones. Los estndares Colecalciferol y alfa- Tocoferol son los que reportaron picos ms definidos, agudos, con bases simtricas an en varias diluciones.


  El estndar de alfatocoferol tambin se escogi como estndar interno. La mayor absorcin del Colecalciferol fue a una longitud de onda de 265 nm, segn los ensayos realizados en el rango de 254 a 280 nm. La velocidad de corrida por muestra es de 1.0 ml /min. de fase mvil durante 10 minutos. Los estndares que se usaron no son marcados con istopos; por tanto, representan menor riesgo en el manejo y tienen poco impacto ambiental que los citados en otras metodologas, RIA e IRMA.Amedida que se conocieron las caractersticas cromatogrficas de cada una de las sustancias utilizadas como estndar, se hizo posible la adecuada identificacin de la vitamina D dentro de una muestra problema.


  Teniendo en cuenta que la vitamina D y sus analitos se encuentran en bajas concentraciones en suero y que su origen es lipdico, se utilizaron cartuchos de slica C18 SepPak, logrndose una eficiente extraccin de todos los componentes de inters y corroborando que se puede lograr extraccin en fase slida como lo expuesto por Hollis y Frank (29). En cuanto a la extraccin y purificacin, consideramos que hay una excelente recuperabilidad del estndar de Colecalciferol, con un porcentaje del 85%, tras el procesamiento inicial y su paso por el cartucho, este porcentaje se puede mejorar utilizando mayor volumen de muestra. El material lipoflico extrado fue evaluado por cromatografa lquida de alta resolucin (HPLC), con columna de silica C8, tcnica efectiva en la resolucin de la Vitamina D y sus metabolitos por incremento de la polaridad; por esta razn la fase mvil se compone de acetonitrilo, metanol y agua con polaridad ascendente. La evaluacin de la repetibilidad de los procesos arroj resultados esperados, lo que contribuye confiabilidad de resultados y coordinacin adecuada entre el equipo instrumental y humano.


  La curva de calibracin se realiz con el rea bajo la curva versus concentracin. No se realiz absorbanciaconcentracin porque en un cromatograma no siempre la mxima absorcin representa su equivalente, en rea bajo la curva. El rea bajo la curva y/o la altura de cada pico cromatogrfico es directamente proporcional a la concentracin de la sustancia, lo cual permite la cuantificacin precisa de sta. La curva de calibracin que se utiliz como parmetro de control de calidad interno y cuantificacin de la vitamina D se obtuvo con una regresin lineal de 0.99 (R2=0.98).


  La sensibilidad es del orden de 2 pg por inyeccin que equivalen a 40 pg/ul; es una alta sensibilidad que tambin puede corregirse utilizando ms volumen de muestra, menor volumen de reconstituido e incrementar el volumen de inyeccin de 20 a 100 ul; la sensibilidad es ptima, si se tiene en cuenta que normalmente la concentracin de la vitamina D en muestras biolgicas es baja, se trabaja en el orden de picogramos

  y algunas patologas como osteoporosis pueden cursar con hipovitaminosis (31).


  En la comparacin de la media de las concentraciones de vitamina D de poblaciones clasificadas segn su condicin de DMO para cadera y columna, existe una diferencia significativa en las medias de vitamina D entre mujeres con densidad mineral sea normal y las que tenan al menos osteopenia en cadera (p<0,04) (Tabla 2), pero esa diferencia no fue significativa en columna (Tabla 3), lo que significa que el metabolismo seo es diferente en estas dos regiones seas; adems, indica que los niveles de Vitamina D son ms utilizados para predecir osteopenia y osteoporosis en cadera que en columna.


  Como se observa en la Tabla 4, se encontr una diferencia significativa al nivel las concentraciones medias de vitamina D entre casos con y sin antecedente de fractura (p=0,12), que sealaran la utilidad de la terapia con vitamina D en pacientes con riesgo de fractura, aunque los informes publicados al respecto son contradictorios.


  A pesar de la complejidad en el procesamiento de la muestra, es til estandarizar mtodos para cuantificar vitamina D por su importancia en el metabolismo mineral y su relacin con otras variables clnicas, biolgicas y sociodemogrficas (32, 33).


  Se concluy que la metodologa de HPLC tiene una aplicabilidad ventajosa para la cuantificacin de Vitamina D, puesto que permiti el manejo simultneo de mltiples muestras en un tiempo razonable. En comparacin con otros mtodos, los beneficios que hasta ahora se han logrado con este mtodo son alta sensibilidad y especificidad. Por otra parte, se resalta que la cuantificacin de Vitamina D es importante en personas con osteopenia, bien sea como indicador de riesgo de fractura, as como estrategia para orientar el tratamiento farmacolgico con vitamina D, puesto que la osteoporosis es una condicin metablic crnica, cuya secuela ms grave y ms frecuente es la fractura. Esta patologa avanza como una epidemia silenciosa que afecta a hombres y mujeres, disminuye la calidad de vida, incrementa el riesgo de mortalidad y constituye un gran problema de salud pblica. Se necesita hacer una medicin poblacional de Vitamina D en poblacin sana para disponer de valores de referencia para Colombia; de all la importancia del desarrollo de metodologas que permitan una alerta y un tratamiento oportuno porque un diagnstico temprano puede evitar fracturas y todas sus consecuencias devastadoras.
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  RESUMEN


  Se diagnostic en el programa de Bacteriologa y Laboratorio Clnico al riesgo biolgico como el de mayor incidencia en las prcticas acadmicas. Este diagnstico fue sustentado por los anlisis microbiolgicos. Se procedi a aplicar la medida correctiva por acciones de prevencin, conducentes al mejoramiento de la calidad de vida y desarrollo de la responsabilidad frente al cuidado del medio ambiente. El programa educativo que se aplic se denomin Estrategias para una Nueva Cultura en Bioseguridad. Luego de ser aplicado a los diferentes estamentos universitarios se procedi a monitorear nuevamente la contaminacin de los laboratorios, controlando la experiencia mediante la evaluacin de las mediciones propuestas de eficacia, cobertura, eficiencia y efectividad. Se concluy que la educacin continuada y permanente desarrollada mediante un programa flexible, disminuy significativamente la presencia de patgenos en los laboratorios.


  Palabras claves: Contaminacin biolgica, prevencin, control microbiolgico, cultura de bioseguridad, educacin.


  ABSTRACT


  Biological contaminations control in the teaching laboratories at the Colegio Mayor de Cundinamarca University in Bogot , Colombia.


  Once it was known the assessment about the problems related to the biological contamination that in the panorama of risks at the Health Sciences School highest incidence was found, the biological risk directly involving the performance of daily laboratory tasks. This finding was supported by the microbiological analysis and the prevention measures were implemented through an educational program, in order to reach a change towards a new culture of risks prevention, and to take care of oneself, to find a better quality of and to be able to develop the responsibility to take care of the environment. The educational program used was named Strategies for a New Biosecurity Culture and it was developed since the knowledge about the environment, the community and the agent. This educational program was implemented to teachers, to managing and to people who work in general services, then the evaluation was followed by an assessment of contamination levels in the laboratories, and this experience was evaluated by the indicator proposed, related to efficiency, efficacy and effectively.


  The results of the study was to know that a continuous and permanent educational program teaching since a flexible program development with special strategies that integrate about to be able to form an opinion, to be in the own context and to be innovating, and that if this knowledge is developed since the inducement, the present time, the new training and the evaluation so it was possible to obtain a significance decrease in the appearance of pathological microorganisms in labs.


  Key words: Biological contamination, prevention, microbiological control, biosecurity culture, teaching.


  Introduccin


  El control de riesgo biolgico se fundamenta en el manejo de la prevencin, entendida como la aplicacin de polticas claras que se relacionen con la educacin, la investigacin y la vigilancia.


  En el presente estudio se unen la investigacin y la educacin para validar la efectividad de esta ltima en el proceso de cambio de actitudes frente a las diferentes problemticas. En el caso actual, frente al control de la diseminacin de la contaminacin, generada por la manipulacin del material biolgico, situacin intrnseca en el desarrollo de las actividades del estudiante y del profesional de bacteriologa.


  Luego de realizado el diagnstico de la contaminacin ambiental microbiolgica del medio ambiente y de los individuos analizados en su microbiota y flora patgena presente, se dise, implement y desarroll un programa educativo tendiente a conseguir mejorar la calidad de vida y las condiciones de trabajo con el objetivo de lograr mayor productividad y menor ausentismo laboral.


  La medida del impacto del proceso educativo se valid con los indicadores de asistencia al curso, el nmero de actividades implementadas y el uso de los elementos de proteccin personal.


  El xito de las acciones educativas desarrolladas se valor mediante la evaluacin de patgenos en ambiente, equipos e individuos, por medio de estudios microbiolgicos validados por los indicadores relacionados con: presencia de patgenos y presencia de flora normal, tanto de hongos como de bacterias.


  Los anlisis microbiolgicos se realizaron de acuerdo a los estndares y protocolos pertinentes para cada caso.


  Materiales y mtodos


  La muestra investigada correspondi a los once laboratorios de prctica y al laboratorio central; donde se realizaron cultivos de medio ambiente para hongos y bacterias.


  Se practicaron 120 cultivos para hongos y 120 para bacterias, analizando mesones, paredes, vertederos y equipos, en cada uno de los laboratorios.

  El estudio se desarroll entre febrero del ao 2000 y junio del 2001, llevndose a cabo en tres etapas: en la primera se evalu la contaminacin ambiental presente en los laboratorios; en la segunda se aplic el programa educativo y, en la tercera, se midi el impacto del programa educativo mediante la evaluacin comparativa de la contaminacin ambiental en los laboratorios y los equipos.


  El programa educativo se abord a partir de tres elementos directamente relacionados con la problematica:


  Ambiente: Considerado como la necesidad de un ambiente seguro, libre de patgenos.


  Individuos: Cons iderado como la opcin de contagio del personal que labora con material biolgico y la posibilidad de contaminacin microbiana.


  Agente: Considerado como la poblacin de hongos, bacterias, virus y parsitos patgenos capaces de infectar al individuo.


  Se evalu de acuerdo a los indicadores de asistencia al curso, actividades implementadas y uso de elementos de proteccin personal.


  Valoracin de la contaminacin


  En los once laboratorios de prctica se realizaron cultivos de bacterias y hongos a paredes, mesones, equipos, vertederos y ambiente. En el laboratorio central se estudiaron las reas del cuarto fro, zona de esterilizacin y de materiales.


  Los anlisis se realizaron de acuerdo a la norma microbiolgica estndar para estos casos. Los resultados de los cultivos se expresaron en frecuencias de porcentajes, se graficaron en histogramas y tortas con relacin a los indicadores propuestos de: presencia de patgenos y no patgenos para ambiente, equipos y superficies; adems se evalu la presencia de flora normal y de patgenos en grupos de control.


  Resultados


  El programa educativo enfatiz temticas de actualidad y de importancia para cada uno de los elementos propuestos as:


  • Ambiente: Se refiri a la aplicacin de las normas de asepsia, antisepsia, esterilizacin y desgerminacin con el fin de evitar la diseminacin de cualquier agente infeccioso. Se incluy manejo y limpieza de paredes, mesones, vertederos y equipos.


  • Individuos: Se refiri a los cuidados que debe tener el profesional que manipula el agente biolgico, se enfatiz en normas universales de bioseguridad, lavado de manos, uso de cabinas de seguridad, duchas, medidas para evitar accidentes y plan de contingencia.


  • Agente: Se caracterizaron los microorganismos ms comnmente involucrados en la contaminacin a partir del manejo de fluidos biolgicos y se estudiaron sus principales vas de transmisin. Estos agentes tienen como fuente principal las muestras biolgicas que deben manipularse constantemente durante el desarrollo de las prcticas; por consiguiente esta temtica se abord desde el transporte, tipos, manipulacin, condiciones y remisin de muestras, manejo de sangre y de desechos.


  Indicadores de proceso


  [image: ]


  Contaminacin ambiental


  Se encontraron hongos en un 36% de los cultivos realizados, bacterias en un 40% de las muestras analizadas (Figura 1).
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  Figura 1. Flora Bacteriana y Mictica en los laboratorios.


  La mayora de bacterias que componan el 40% de positividad en los cultivos del ambiente, de equipos y de superficies, correspondan a bacterias no patgenas. Como patgenas slo se detectaron 3% de bacterias gram negativas entricas caracterizadas como Enterobacter sp y E-coli.


  Discusin


  Dentro de las actuales polticas de gestin en salud surge una prioridad y es precisamente la prevencin, entendida como la generacin de una cultura orientada hacia el autocuidado que proteja al equipo de salud, al paciente, a su familia y a la comunidad en general del riesgo de contraer enfermedades.


  Desde el punto de vista de normatizacin de la Secretara de Salud, el trabajo diario en los laboratorios de diagnstico, como consecuencia del material biolgico que debe ser manipulado como esencia de su quehacer cotidiano, los convierte en reas crticas de alto riesgo.


  La universidad es el sitio ideal para lograr la capacitacin y formacin adecuada de los profesionales de la salud, en este caso, de las bacterilogas, en cuanto al manejo de material biomdico que genera riesgo biolgico; as mismo, se debe inculcar la cultura de prevencin, que debe guiarles en el desempeo de su vida profesional y personal; y prepararlos para que se comprometan en el autocuidado y puedan liderar campaas de prevencin de la enfermedad con la comunidad en general, segn su desempeo profesional.


  La mejor herramienta con que cuenta la prevencin es la educacin, como medio de generar cambios de actitud y formacin de nuevos hbitos; por esta razn se determin probar en esta investigacin la eficiencia en la aplicacin de un programa educativo como elemento correctivo que generara el control de la contaminacin biolgica presente en los laboratorios de diagnstico, como parte de la docencia en nuestra universidad.


  En consecuencia, se aplic un esquema educativo de reforzamiento en el tema de bioseguridad, con el propsito de lograr un ambiente de trabajo ordenado y seguro que condujera simultneamente a mejorar la calidad, reducir los costos de operacin y alcanzar ptimos niveles de funcionalidad. Para este logro se necesita establecer responsabilidades y direccin con la participacin consciente de todos los estamentos humanos involucrados en el proceso y se requiere producir la confianza y la estimulacin para alcanzar su fin como lo plantea Nelly Betances de Holgun (4).


  En el desarrollo profesional como lo indica el doctor Malagn (5), el costo de la infeccin es muy alto en todo sentido y, por consiguiente, se debe determinar la actitud permanente de prevencin y control si no queremos que esta debilidad cobre vidas humanas; la situacin se pone ms crtica si la atencin es de baja calidad, de hecho, estas circunstancias colocan al profesional de salud frente a una responsabilidad muy grande, lo cual le obliga a desarrollar actitudes precisas, giles y oportunas.


  Es as como, para responder a este gran reto, el modelo educativo que se emple para sensibilizar a la comunidad universitaria, se dise de acuerdo con las estrategias educativas planteadas en una didctica que una el mtodo de la concientizacin o de pedagoga liberadora y el mtodo participativo, centrado en el desarrollo humano segn los planteamientos de Mara Teresa Cerquera (1).


  Es muy satisfactorio poder presentar los resultados de los indicadores propuestos para la evaluacin del proceso educativo, cuyas cifras de 0.9 de asistencia a las actividades propuestas indican buena acogida por parte del estudiantado; de igual manera, 0.9 para el uso de elementos de barrera es un indicativo de la toma de conciencia de la importancia de prevenir el riesgo.


  El xito del programa se pudo corroborar con la evaluacin de la contaminacin del ambiente que disminuy  significativamente la presencia de patgenos presentes en ambientes, equipos y paredes en los 120 cultivos practicados para diagnstico de bacterias, 120 cultivos para diagnstico de hongos. Solamente se encontraron tanto bacterias como hongos comnmente presentes en ambientes de laboratorio considerados como flora normal; adems que se hallaron en cantidades menores que las encontradas en la evaluacin diagnstica practicada antes del proceso educativo.


  En consecuencia, se concluye que definitivamente una educacin significativa, motivadora, flexible, que comprometa la responsabilidad individual con proyeccin hacia sus semejantes, es el mejor control en el caso de enfrentar el riesgo biolgico.


  La transformacin que actualmente se vive en el mbito universitario y, por lo tanto, en nuestra universidad, constituye una gran fortaleza, ya que tanto el sector educativo como el sector de la salud estn emprendiendo adecuaciones y nuevas polticas conceptuales y operativas que conllevan a romper barreras y a proyectar trabajos aunados, coordinando acciones mediante proyectos conjuntos en este sentido.


  Esta investigacin se enmarc dentro de la concepcin del trabajo con la comunidad universitaria detectando necesidades especficas y lograr as identificar las prcticas con sus riesgos y las estrategias propias que conlleven a una motivacin y formacin que facilite los resultados deseados.
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  La Chlamydia es una bacteria Gram negativa, no mvil, de vida parasitaria intracelular obligada porque carece de habilidad para sintetizar ATP, son parsitos energticos, no tienen vida libre y colonizan el citoplasma de las clulas susceptibles (1).


  Hasta el 2002 la familia Chlamydiaceae se consideraba con cuatro especies reconocidas: Chlamydia trachomatis, C. Psitaccci, C. Pneumoniae y C. Pecorum. Esta familia incluye los agentes del tracoma, linfogranuloma venreo, enfermedades del tracto urogenital y conjuntivitis (1). En el cuarto encuentro de la Sociedad Europea de Investigaciones de Chlamydia en Helsinki, Finlandia, en agosto del 2002, Karin Everret, Bush yAnderson presentaron una nueva clasificacin de orden Chlamydial (Tabla 1).


  Presentan una morfologa esfrica u ovalada y se observan como cocos Gram negativos o Gram variables,


  Tabla 1: Clasificacin orden Chlamydial presentada el cuarto encuentro de la Sociedad Europea de Investigaciones de Chlamydia en Helsinki Finlandia en agosto de 2002.
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  son inmviles no ciliadas, poseen una membrana interna y otra externa, la cual se asemeja a la pared celular de las Gram negativas. Al parecer su pared carece del cido n-acetilmurmico. Se dividen por fisin binaria y contienen ribosomas similares a los de otras bacterias.


  Los cuerpos elementales (CE) son estructuras redondeadas diminutas infecciosas, rgidas, resistentes a la ruptura como consecuencia de los puentes disulfuro de las protenas de la capa externa de la membrana, se liberan cuando se lisa la clula hospedera infectada, tienen un tamao de 200 a 400 nm, con coloracin de Giemsa se tien de prpura y de rojo con la tincin de Macchiavello,en contraste con la coloracin que toma el citoplasma de la clula husped (3).


  En los CE se encuentra DNA y RNA. La mayor parte de DNA se encuentra en el nucleoide central electrodenso y la mayor parte del RNA est en los ribosomas. Presentan antgenos especie-especficos y antgenos serotipo-especficos, que inducen la fagocitosis, no tienen actividad metablica, no se pueden replicar y son infectivos (Figura 1).


  Los cuerpos reticulados (CR) son el resultado de la diferenciacin de los CE al ser fagocitados, tienen un morfologa bacilar, estn desprovistos del nucleoide denso y su mayor tamao es de 600 a 1000 nm, no son infecciosos. Se tien de azul con el colorante de Giemsa, son capaces de replicarse, tienen actividad metablica y el ADN est disperso (Figura 2) (4).


  [image: ]


  Figura 1. Cuerpo elemental de C. trachomatis.


  La Membrana Chlamydial propuesta por microscopia electrnica muestra dos membranas celulares trilaminares caracterizadas por la ausencia de peptidoglicanos (Figura 3), pero con protenas de unin a las penicilinas. Se han realizado estudios en donde se ha demostrado que en el tratamiento con penicilina en clulas infectadas muestran inhibicin de la divisin celular pero no del crecimiento del CR con la aparicin de formas Chlamidiales morfolgicamente anormales y agrandadas (1).


  La membrana presenta protenas extracelulares ricas en cisteina, las cuales estn unidas en forma cruzada mediante puentes disulfuro en los CE para proveer una integridad estructural de resistencia frente a situaciones de estrs mecnico y osmtico. Los CR son frgiles en comparacin con los CE (5).


  Las protenas de la envoltura Chlamidial ricas en cisteina incluyen:


  1. MOMP (Protena mayor de membrana externa), expresada en la envoltura del cuerpo elemental, pesa 40 Kda, constituye casi el 60% del total de las protenas de la membrana externa y est codificada por el gen omp 1; muestra una funcin de porina, se glicosila post-traduccin; actualmente, se ha visto que juega un rol en la adherencia electrosttica y contiene epitopes antignicos de superficie (5,6).


  2. Protena de 60 Kda: esta protena est codificada por el gen omp2. Se encuentra en el espacio periplsmico, dando a las Chlamidias una integridad semejante a la dada por el peptidoglicano. Los CR no contienen la protena de 60 Kda (5,6).
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  Figura 2. Cuerpos reticulados.


  3. Protena de 12-15 Kda: codificada por el gen omp 3, es una lipoprotena hidroflica. Los CR no contienen esta protena.


  Recientemente se ha confirmado la presencia de dos protenas de shock trmico (hsp) en la envoltura Chlamidial: la hsp 60 y la hsp 70 en mujeres con enfermedad plvica asociada a C. trachomatis . En estudios realizados sobre infertilidad y embarazos ectpicos se han observado altos ttulos de anticuerpos anti-hsp 60 Chlamidial, en contraste con la presencia de anticuerpos anti hsp 70 Chlamidial reportados en mujeres con inmunidad protectora (5,6).


  Chlamydia posee proyecciones hemisfricas especializadas de superficie, cuyo dimetro es de aproximadamente 40 nm, su altura de 30 nm y la distancia entre cada una de ellas de 25 nm. Las proyecciones estn separadas por pequeas depresiones con bases planas, se cree que stas se encuentran en la adhesin de los CE a las clulas husped (5, 6,7).


  Tambin existen proyecciones puntiagudas que son formas intermedias entre CE y CR, se originan debajo de las depresiones de la membrana plasmtica y se extienden a travs del espacio periplsmico y la membrana externa, su longitud total es de aproximadamente 90 nm, de los cuales 25 a 35 nm se
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  Figura 3: Estructura propuesta para la membrana de la Chlamydia .Se observan dos membranas celulares triliminares. En la membrana externa se encuentran los lipolisacridos (LPS) y la protena MOMP (se 40 Kda).


  proyectan ms all de la superficie de la Chlamydial; esto sugiere que estas «pas» podran ser conexiones entre la clula husped y la Chlamydia, al igual que otros componentes importantes de la envoltura Chlamidial son los lipopolisacridos (lps) (5, 6).


  Ciclo de Vida


  Las Chlamydias tienen un ciclo reproductivo comn. La partcula infectante estable en el ambiente, es una clula pequea, cuerpo elemental (Figura 4). Para adherirse a las clulas husped se requiere un sulfato de heparina parecido a la glucosamina glucano sobre la superficie de la Chlamydia. Despus de la adhesin, el cuerpo elemental se introduce por fagocitosis a la clula husped dentro de una vacuola derivada de la membrana superficial.


  Este corpsculo elemental se reorganiza en uno ms grande (cuerpo reticulado). Dentro de la vacuola rodeada por una membrana, el cuerpo reticulado aumenta de tamao y se divide varias veces por la fisin binaria. Con el tiempo toda la vacuola se encuentra llena de cuerpos elementales derivados por la fisin binaria de los cuerpos reticulados para formar una inclusin en el citoplasma de la clula husped. Los cuerpos elementales recin formados pueden liberarse de la clula husped para infectar nuevas clulas. El ciclo de reproduccin dura de 24 a 48 horas (1,8).


  Antgenos


  Las Chlamydias poseen antgenos especficos lipopolisacridos termoestables con el cido 2 -ceto 3 –desoxioctnico. Se pueden detectar anticuerpos a estos antgenos especficos mediante fijacin de complemento o inmunofluorescencia. Los antgenos especficos de especie o especficos de variedad serolgica son principalmente protenas de membrana externa (1,8).


  Genoma de la C. trachomatis

  El genoma de un considerable nmero de Chlamydias ha sido ampliamente estudiado desde 1998 (9-14).


  La Chlamydia tiene un genoma bacteriano pequeo comparado con el micoplasma. El genoma cromosmico de la Chlamydia tiene 1.042.519 pb, (58.7% de A-T) (10). C. trachomatis tiene un plsmido crptico de 7,493 pb que no posee la C. pneumoniae.


  Anlisis del genoma Chlamydial ha mostrado que codifica para 875 protenas aproximadamente, que nosson necesariamente expresadas, 70 de las cuales son exclusivas de C. trachomatis.


  Es importante anotar que en la regin cercana al origen de la replicacin del cromosoma Chlamydial es donde existe mayor diversidad gentica. Esta regin incluye genes que controlan la sntesis del triptfano y su utilizacin, se ha relacionado con la mediacin de interfern gamma en el desarrollo de la infeccin persistente. Las Chlamydias que se han hallado en el tracto genital humano poseen en esta regin un gen homlogo de citotoxinas reportadas en E. Coli enterohemorrgica 0157 y Clostridium(10).


  [image: ]


  Figura 4: Ciclo de vida de C. trachomatis. El cuerpo elemental se introduce por fagocitosis a la clula huesped dentro de una vacuola.
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  Figura 5: Plsmido Chlamidial descrito inicialmente por Lovett et al. , (1980) Se indican los sitios de corte con enzimas de restriccin, los marcos abiertos de lectura y el orgen de la rplica.


  Chlamydia es un organismo aerbico que utiliza el glutamato como fuente primaria de carbono, complementada por glucosa y 2 oxoglutarato, cada uno tiene diferentes papeles dependiendo de la fase del desarrollo chlamydial. Se cree que Chlamydia es un parsito energtico porque importaATP de la clula husped; sin embargo, en el anlisis de la secuencia de su genoma se encontraron genes que codifican ADP/ATP translocasas, ATPasa vacuolar y ATPasas flagelares probablemente involucradas en la sntesis de ATP (15). La presencia y expresin de genes involucrados en las vas metablicas para la generacin de ATP sugiere que Chlamydia no es un estricto auxtrofo de ATP (16). El anlisis de la transcripcin de genes en la infeccin activa versus la infeccin persistente sugiere que en la primera fase de la infeccin activa la energa requerida para el metabolismo es derivada del ATP de la clula husped. A diferencia de lo que sucede en la infeccin persistente en donde la fuente primaria de energa no es producida por el husped (17).


  La figura 5 muestra el plsmido, con la posicin de los 8 marcos abiertos de lectura, conjuntamente con la posicin de los sitios de corte para endonucleasas de restriccin. Las bases de nucletidos estn numeradas desde el inicio con 22 bases pricas repetidas en tandem.


  Todos los plsmidos de C. trachomatis aislados de humanos son extremadamente similares con menos de un 1% de variaciones en la secuencia de nucletidos, todos tienen alrededor de 7.500 nucletidos, con 8 marcos abiertos de lectura (10, 18).


  Todos los plsmidos Chlamydiales tienen 22 pares de bases repetidas en tandem en la regin intergnica entre ORF1 y ORF8; este grado de conservacin sugiere que esta regin es extremadamente importante, por ser anlogo con el origen de replicacin de algunos plsmidos de E. coli., la secuencia de iniciacin del codon para ORF es tambin conservado para cada plsmido; ATG para los ORFs 1, 2, 3, 4, 5 y 6 y GTG para los ORFs 7 y 8. Todos los ORFs son transcritos de la misma hebra, con excepcin de ORF 2, el cual es transcrito de la hebra complementaria en la direccin indicada en la Figura 5.


  Interaccin Husped – Parsito


  La caracterstica ms notable de la infeccin por Chlamydia trachomatis es el equilibrio que con frecuencia se alcanza entre el husped y el parsito, y que resulta en una infeccin prolongada persistente. La propagacin de una especie a otra conduce con frecuencia a la enfermedad. El husped infectado regularmente produce anticuerpos a varios antgenos de Chlamydia que tienen escaso efecto protector contra la reinfeccin. Por lo general, el agente infectante persiste en presencia de ttulos aumentados de anticuerpo (1).


  Factores de Virulencia


  Chlamydia trachomatis se ha clasificado en 18 serotipos: A, B, Ba, C, D, E, F, G, H, I, Ia, J, K, L1, L2, L2a, L3, L3a. Esta clasificacin est basada en el anlisis de la protena principal de la membrana externa (MOMP). La MOMP contiene cuatro dominios variables (DVs) que son flanqueados e interespaciados por cinco dominios constantes. Tres de los cuatro DV (DV1, DV2 y DV4 ) se encuentran en la superficie y contienen eptopes antignicos que son sitios blanco para la serotipificacin.


  Epidemiologa


  La infeccin causada por Chlamydia es una de las enfermedades de transmisin sexual ms prevalente. La Organizacin Mundial de la Salud estim que en 1995 ocurrieron 89 millones de casos en el mundo y se calcula que el costo por morbilidad y secuelas de esta infeccin es de $2.4 billones por ao (19). En los Estados Unidos, las infecciones bacterianas por Chlamydia trachomatis son las ms comnmente reportadas con 4.5 millones de casos anualmente (20-22). En Colombia, no se conocen datos reales de la prevalencia de la enfermedad.


  Las infecciones por C. trachomatis se dan en todas las sociedades En pases en desarrollo la enfermedad es mas comn entre minoras, grupos socioeconmicos bajos y gente que vive en reas urbanas. Las mujeres tienen mayor riesgo de ser asintomticas que los hombres.


  En pases industrializados, la mayor transmisin de infecciones Chlamidiales es sexual. En los Estados Unidos, aproximadamente 4 millones de casos de infeccin chlamydial se divulgan por ao, con un predominio de 5% en los grupos de alto riesgo como lo son las mujeres adolescentes y adultas con vida sexual activa con una incidencia del 10%.


  Otro problema causado por la infeccin con C.trachomatis especialmente por el serotipo G es el riesgo de desarrollar cncer cervical y en los continentes africano y asitico es la principal causa de ceguera. El Linfogranuloma Venreo es una infeccin transmitida sexualmente que ocurre con baja frecuencia en Norteamrica y Europa pero es comn en frica, Asia y Sudamrica.


  Cada ao millones de personas padecen una infeccin genital causada por Chlamydia trachomatis. Aproximadamente entre un 5% y un 9% de mujeres sexualmente activas son portadoras asintomticas del microorganismo. Esta prevalencia aumenta aun cuando la poblacin estudiada pertenece al grupo de adolescentes.


  La deteccin de C. trachomatis en mujeres es importante, ya que stas pueden transmitir la enfermedad a su pareja y, si est embarazada, al recin nacido; adems, si no reciben tratamiento, pueden sufrir complicaciones como embarazo ectpico e infertilidad. El estudio de la poblacin con riesgo de infectarse, as como la administracin de tratamientos eficaces, son medidas necesarias para lograr una disminucin de la transmisin, el control de la enfermedad y la prevencin de las complicaciones.


  Actualmente se propone realizar programas de screening, que han logrado un impacto favorable en la salud de la poblacin en varios pases, al disminuir en forma significativa la tasa de infeccin, con sus complicaciones y los costos ocasionados.


  Con el fin de prevenir la transmisin de la infeccin porChlamydia trachomatis , se recomienda realizar el test en los siguientes casos:

  Cuadros Clnicos: Las Chlamydias pueden producir cuadros clnicos diversos. En los ltimos aos, las investigaciones efectuadas en C. trachomatis han demostrado que adems de producir el linfogranuloma venreo, son la causa de infecciones oculares, neumonas en el nio y, sobre todo, infecciones genitales en el hombre y la mujer (Tabla 1) (23).

  Algunos de los sndromes relacionados con chlamydia trachomatis son: uretritis, cervicitis, enfermedad plvica inflamatoria, epididimitis y proctitis.


  Tabla 1: Situaciones en las que se recomienda presentar un examen para el diagnstico de C. trachomatis.
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  En la Tabla 2 se relacionan algunas enfermedades causadas por Chlamydia.


  Infeccin en la Mujer: La cervicitis es la manifestacin clnica ms frecuente de la infeccin por C. trachomatis en la mujer. Sin embargo, el 70% de las mujeres infectadas no tienen sntomas, mientras que en el tercio restante las evidencias clnicas son poco especficas de infeccin como flujo genital, dolor abdominal o plvico, sangrado y/o disuria.


  La presencia de disuria puede indicar una uretritis acompaante, lo que sucede en el 35% de los casos; en otros casos, solo la uretra est comprometida, y la infeccin uretral se manifiesta como piuria o disuria con cultivo negativo (23% de los casos).

  Las manifestaciones clnicas incluyen cervicitis, uretritis, endometritis, enfermedad plvica inflamatoria o abscesos en las glndulas de Bartholini, que pueden dar lugar a oclusiones tubricas y ser la causa de esterilidad. Aunque el sitio inicial de la infeccin es usualmente cervix, la uretra y el recto tambin pueden verse afectados. Cuando los sntomas ocurren se presentan descarga vaginal y disuria (23).


  Las complicaciones por Chlamydia trachomatis en la mujer por orden de aparicin son: (1) Infeccin vaginal: al inicio del contacto, portadora asintomtica, (2) Cervicitis: Inflamacin del cuello de la matriz por la infeccin, (3) Endometritis: Infeccin de la mucosa de la cavidad de la matriz,(4) Salpingitis: Inflamacin de las trompas de Falopio, (5) Enfermedad Inflamatoria Plvica: Infeccin de la cavidad peritoneal y estructuras anexas.


  Infeccin en el Hombre: La infeccin de C. trachomatisen hombres es la causa ms comn identificada de uretritis no gonocccica (UNG). Aunque la uretritis usualmente resulta en una descarga mucoide, es reconocido un espectro que va desde la ausencia de descarga a una descarga francamente purulenta. Entre los hombres heterosexuales, las infecciones por Chlamydia son usualmente uretrales y ms del 50% son asintomticas. Cuando los sntomas ocurren, usualmente de 1 a 3 semanas despus de la exposicin, estos son indistinguibles de los causados por la gonorrea. En el hombre pueden presentarse complicaciones como epididimitis o infeccin de los ductos espermticos de los testculos (23).


  Tabla 2. Enfermedades causadas por diferentes especies y serotipos de Chlamydia.
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  Linfogranuloma Venreo: Es una enfermedad sistmica producida por C. trachomatis tipos L1-L3, que se inicia por la aparicin de una ppula o vescula en la piel de la regin genital, la cual se transforma en una lcera indolora que evoluciona hacia la curacin. La infeccin difunde por va linftica, de manera que desde el primer mes se produce una adenitis inguinal, que se reblandece y forma un absceso que posteriormente se fistuliza y abre hacia el exterior. Le sigue una fase de esclerosis, con formacin de estenosis en el recto, uretra o vagina (23,1).


  Infeccin en Nios: C. trachomatis es la causa ms comn de conjuntivitis neonatal y una de las causas ms comunes de neumona en la infancia temprana. A los 5 - 14 das del nacimiento se puede presentar una conjuntivitis purulenta; la infeccin generalmente respeta la crnea y evoluciona lentamente hacia la curacin.

  Sin embargo, en algunos casos puede volverse crnica y producir lesiones cornales irreversibles. Muchas veces, consecutivo a una conjuntivitis neonatal puede presentarse la neumona, que se caracteriza por una tos persistente y polipnea, que a veces se hace paroxstica (23).


  Otros procesos: Chlamydia trachomatis tambin puede producir en el recin nacido otros procesos como rinitis, rinofaringitis, otitis y vulvitis (23).


  La neumona chlamidial de infantes es una enfermedad que se encuentra en nios de uno a tres meses de edad. El sndrome es bastante caracterstico, los nios desarrollan taquipnea (ocasionalmente apnea) y tos.


  Chlamydias han sido recuperadas del tracto nasofarngeo, garganta y biopsias de pulmones de infantes con esta neumona. C. trachomatis puede ser cultivada de tejidos nasofarngeos. Se ha demostrado que en la neumona se desarrollan altos ttulos de IgM, contrario a lo que sucede en los casos de conjuntivitis de inclusin.


  Trachoma es una conjuntivitis crnica con una marcada reaccin folicular y una hipertrofia papilar de la conjuntiva, como resultado de la necrosis de los folculos, la conjuntiva puede desarrollar cicatrices. Estas lesiones, llamadas trichiasis y entropion, son las lesiones responsables de la ceguera por trachoma. La crnea es daada por dao mecnico al abrir y cerrar los ojos y por infeccin secundaria, resultando en la ceguera. La patognesis del trachoma es dependiente de la interaccin o de los efectos combinados entre la C. trachomatis y un segundo patgeno (Haemophilus spp. and Moraxella spp.); con persistentes o mltiples reinfecciones es posible que la hipersensibilidad tambin juegue un rol en esta enfermedad.


  El perodo de incubacin para la mayora de las infecciones oculares con C. trachomatis es de aproximadamente de 1-2 semanas (23). La presencia de inclusiones citoplasmticas caractersticas en las clulas de la conjuntiva es relevante; la distorsin de las estructuras externas del ojo interfiere tambin con el flujo lacrimal normal, con el crecimiento de las pestaas y con el funcionamiento glandular; en consecuencia, las infecciones bacterianas de los globos oculares por efecto del trachoma son frecuentes. Todos estos factores coadyuvan a la prdida de la visin (24).


  El trachoma se ha reconocido desde la antigüedad y las inclusiones intracitoplasmticas caractersticas de las infecciones por C. trachomatis fueron identificadas en clulas epiteliales conjuntivales en 1907. En 1910, Lindner describi inclusiones en clulas epiteliales de cervix de la madre de un lactante con conjuntivitis, y tambin demostr inclusiones epiteliales en el cervix de la pareja de un hombre con uretritis no gonoccica (UNG).


  Diagnstico


  Existen varias tcnicas para realizar el diagnstico de infecciones causadas por Chlamydia (24,25); las ms utilizadas son:


  Mtodo de deteccin directa: Tinciones de Giemsa, Macchiavelloo por tcnicas de inmunofluorescencia. Mtodos de deteccin indirecta: Cultivo en huevos embrionados en cultivos de clulas de McCoy, deteccin de antgenos, deteccin de anticuerpos por la tcnica de fijacin del complemento y la prueba de Frei, diagnstico molecular: sondas de ADN, PCR y LCR.


  Deteccin Directa: los cuerpos de inclusin de Chlamydia trachomatis contienen glucgeno, que histricamente se han coloreado con Yodo, Giemsa y Gram; despus de incubar 48-72 horas los cubreobjetos son extrados y coloreados. Si hay gran presencia de gran cantidad de cuerpos de inclusin de Chlamydias, el diagnstico se puede establecer con facilidad por los mtodos de coloracin con Giemsa o Gimnez, que permiten distinguir las inclusiones por su color de mreaccin, morfologa y localizacin; las inclusiones se ubican en el citoplasma de las clulas epiteliales y tienen a menudo una ubicacin perinuclear; sin embargo se requiere de un microscopista especializado. La coloracin de Gram no es especfica pues presenta muchas variaciones; la tincin con yodo tiene dificultades pues el glucgeno est presente solo en algunas fases del desarrollo del ciclo de la Chlamydia trachomatis y algunas clulas normales de la crvix contienen glucgeno dando falsos positivos.


  En las clulas epiteliales del raspado conjuntival teido con anticuerpos fluorescentes o con Giemsa se encuentran las inclusiones citoplasmticas tpicas; esta tcnica es ms sensible para el diagnstico de las infecciones oculares en el recin nacido y en uretritis que para el diagnstico de las infecciones cervicales.


  Inmunofluorescencia Directa (Ifd): Los anticuerpos monoclonales van dirigidos contra el antgeno especfico de especie, sobre lipopolisacridos

  (LPS) de membrana y sobre la protena principal de la membrana externa de la Chlamydia trachomatis (MOMP) (21,23, 27). Los antgenos son detectados en las clulas obtenidas del sitio infectado con el empleo de un anticuerpo monoclonal conjugado a un fluorocromo (isotiocianato de fluorescena). Los cuerpos elementales son las formas infecciosas que se observan en muestras clnicas, son pequeos (0.25-0.35 mm), de forma redonda, bordes netos y bien definidos. La presencia de clulas de epitelio columnar aumenta la sensibilidad de la prueba. Esta tcnica presenta una sensibilidad del 80-90% y una especificidad del 98-99% (36, 47). Es un mtodo sensible para deteccin de conjuntivitis de inclusin y debe ser realizada por personal altamente capacitado, con un microscopio de alta calidad para alcanzar niveles valiosos de diagnstico.


  Aislamiento – Cultivo: Es el mtodo ms sensible y considerado como la prueba de oro para el diagnstico de las infecciones causadas por Chlamydia trachomatis del tracto genital tanto en hombres como en mujeres. La sensibilidad es del 70- 85% (23). Las muestras ms indicadas para la realizacin del cultivo son: muestras uretrales de hombres y mujeres asintomticos, muestras nasofarngeas, muestras rectales y muestras vaginales de nias prepberes y en casos de abuso sexual (28).


  Como la Chlamydia trachomatis es una bacteria intracelular obligada requiere de una clula hospedadora para su desarrollo y multiplicacin. Las lneas celulares ms utilizadas son clulas McCoy (fibroblastos de ratn), las HeLa 229 (carcinoma humano), las BHK-21 (clulas de ovario de hmster) y recientemente BGMK. El aislamiento tambin puede obtenerse por inoculacin en el saco vitelino de huevos de pollo embrionados de 6 - 8 das de edad (29,30).


  Las lneas celulares se tratan con irradiacin, dextran, cicloheximida, para aumentar la sensibilidad del aislamiento. Antes de inocular la muestra se puede sonificar para romper las clulas husped y permitir que los cuerpos elementales se separen (31).


  La lnea celular ms utilizada es la McCoy tratada con ciclohexamida. El cultivo se propaga en una monocapa sobre un cubreobjeto inoculando las muestras; si hay suficiente nmero de cuerpos elementales de Chlamydia ellos infectan las clulas y crecen para formar inclusiones citoplasmticas; luego de ser infectadas las inclusiones, son visualizadas despus de 48-72 horas de incubacin por tincin con anticuerpos marcados con fluorescencia que se ligan al lipopolisacarido de la Chlamydia; otros reconocen especficamente la protena de membrana MOMP para Chlamydia trachomatis . La visualizacin directa de las inclusiones que posee una morfologa distintiva contribuye al 100% de especificidad del diagnstico por cultivo (23). A todos los cultivos negativos se les debe realizar un segundo pase despus de 96 horas de incubacin.


  Determinacin de Antgenos-ELISA: Es un test de diagnstico basado en la deteccin inmunohistoqumica de antgenos de lipolisacridos de gnero especfico y fueron desarrolladas durante los aos 1980; actualmente se comercializa un gran nmero de estos tests(23).


  La tcnica del inmunoensayo enzimtico para la determinacin del antgeno de Chlamydia permite el anlisis de diferentes tipos de muestras y un gran nmero de muestras; los resultados se obtienen a las cuatro horas despus de iniciada la prueba. Se detectan antgenos lipopolisacridos especficos del gnero extrados de los cuerpos elementales de la muestra, los cuales son ms abundantes y ms solubles que la protena MOMP (23).

  El fundamento de la tcnica consiste en que Chlamydia trachomatis cuando est presente en la muestra, se une al anticuerpo monoclonal anti-LPS (IgG murina) usado como el reactivo detector, presente en la placa o perla comercial, formando un complejo que se revela al adicionar el conjugado del anticuerpo anti-inmunoglobulina humana con la peroxidasa (anticuerpo anti-murino IgG) y, posteriormente, el sustrato de la enzima. Se desarrolla un color amarillo a naranja en proporcin a la cantidad de antgeno presente en la muestra se detecta por medio de un detector espectofotomtrico (23). Una desventaja de esta tcnica es que los LPS puede dar reacciones cruzadas con los LPS de otras bacterias Gram negativas y producir falsos positivos (31- 33).


  Se han realizado estudios que comparan mltiples ELISAS directos con tcnicas de cultivo, demostrando que tienen una sensibilidad menor y algunos son menos sensibles que otros. Esta tcnica, sin utilizar reactivos bloqueadores de anticuerpos, presenta una especificidad de cerca del 97%; con reactivos bloqueadores la especificidad es de cerca del 99% (23,34,35).


  Determinacin de Anticuerpos: Debido a mltiples problemas, el diagnstico de la infeccin por Chlamydia, con la determinacin de anticuerpos, es limitado. Una sola muestra de suero es inadecuada y los sueros apareados suelen ser difciles de obtener porque la enfermedad suele ser inicialmente inaparente o tener un largo periodo de incubacin lo que dificulta obtener el suero en la fase aguda de la infeccin.

  Los anticuerpos persisten por largos periodos y la deteccin en un suero indica, nicamente, una exposicin anterior al microorganismo. Un aumento de 4 diluciones del ttulo, entre la fase aguda y la de convalecencia, acompaado de sintomatologa clnica, apoya el diagnstico de la infeccin por Chlamydia. La concentracin de anticuerpos est relacionada con la naturaleza de la infeccin. Generalmente, entre ms invasivo el organismo, ms alto el ttulo de los anticuerpos. Los ttulos ms altos se encuentran en los casos de linfogranuloma venero activo; los ttulos de las mujeres con salpingitis son ms altos que los de cervicitis y los de las mujeres, en general, son ms altos que los de los hombres.


  Fijacin del Complemento: Esta prueba detecta anticuerpos contra el gnero Chlamydia, pero no distingue entre especies e inmunotipo; se puede usar para medir anticuerpos de la psitacosis y Linfogranuloma venreo.


  Microinmunofluorescencia Indirecta: Esta tcnica utiliza pequeos volmenes de suero; es muy sensible para detectar, inmunotipificar y cuantificar anticuerpos. Anteriormente se utilizaron antgenos por separado para cada inmunotipo; actualmente se ha encontrado que es ms prctico utilizar un pool de antgenos. La prueba puede ser utilizada con conjugados monoespecficos de las clases IgM, IgG e IgA.


  Tcnicas Moleculares: Los recientes desarrollos de mtodos moleculares patgeno especficos han revolucionado el diagnstico de enfermedades de transmisin sexual, testsbasados en la tecnologa de la amplificacin de cidos nucleicos pueden utilizar muestras como orinas, hisopados vaginales, disminuyendo la necesidad de exmenes fsicos y aumentando la especificidad y la sensibilidad (36-37).


  La primera tcnica molecular implementada utiliz una sonda de DNA quimioluminiscente, la cual hibridaba con una secuencia de rRNA 16S especfica de la especie de Chlamydia; las chlamydias poseen hasta 104 copias de estos RNA. Una vez formados los hbridos se absorban sobre esferillas y la cantidad de quimioluminiscencia se poda detectar en un luminmetro. Esta tcnica presenta una sensibilidad del 85% y una especificidad del 98-99%. Ha sido aprobada para el uso en muestras genitales y oculares (38, 39).


  Debido a la dificultad en el diagnstico y a los avances cientficos y tecnolgicos se han venido implementando tcnicas alternas de valoracin de la Chlamydia a escala molecular, basadas en la amplificacin del DNA utilizando PCR (Reaccin en Cadena de la Polimerasa) y LCR (Reaccin en Cadena de la Ligasa) (36). Estos procedimientos son altamente sensibles, proporcionan alto grado de especificidad, lo que contribuye a la obtencin de resultados de ptima calidad. La PCR es un mtodo que permite detectar un bajo nmero de copias del DNA de Chlamydia, lo que la hace ms sensible que otras pruebas (23, 40, 41, 42).


  Un mtodo comercial disponible es el test AMPLICOR CT PCR (Roche Molecular System) un ensayo comercialmente disponible y automatizado que proporciona un control interno y una mezcla maestra para PCR. El control interno contiene regiones de unin al primer idnticas a los blancos de la C. trachomatis , pero que son detectados con sondas especficas. Se amplifican ambos, la C. trachomatis y el blanco de DNA, seguida por una deteccin selectiva de cada amplicon. La falla en la deteccin del control interno, despus de la amplificacin indica una inhibicin en la PCR (43, 44,45, 46,47).


  En el ensayo de la Reaccin en Cadena de la Ligasa se emplean cuatro oligonucletidos sintticos (dos por cadena de ADN) que hibridan a sitios especficos en el plsmido crptico. Una vez que los oligonucletidos se hibridizan, aquel intervalo es completado por la ADN polimerasa y sellado por la enzima ligasa; este proceso de dos pasos de «llenado» y «cerrado» del intervalo hace a la LCR, en teora, muy especfica, en la que se produce una amplificacin logartmica del ADN molde. El producto de la LCR es detectado en un instrumento automatizado que usa un sistema de captura inmunocolorimtrico ( 48 - 50).


  Un ensayo confirmatorio utiliza cebadores dirigidos contra una porcin del gen que codifica las protenas de membranas externas. Las tcnicas de amplificacin son mas tiles para l diagnstico de uretritis en hombres o uretritis en cervicitis en las mujeres, con el beneficio adicional de que la prueba puede utilizarse por una muestra obtenida por mtodos no invasivos (51,52)


  Genotipificacin de especies de Chlamidias por anlisis de restriccin del gen Omp-1


  Existen grandes inconvenientes en la serotipificacin de la MOMP por lo que el anlisis por RFLP (Fragmentos de Restriccin de Longitud Polimrfica) del previamente amplificado gen Omp-1, que codifica para la MOMP, es simple, rpido y una poderosa herramienta en estudios epidemiolgicos para realizar la genotipificacin. Este mtodo permite la diferenciacin de no solo todos los serotipos y serovariantes, sino tambin de genovariantes. Lo primero que se hace es la amplificacin del gen Omp-1 mediante la tcnica de PCR (reaccin de la cadena de la polimerasa). Luego se procede a digerir el producto obtenido mediante enzimas de restriccin. Para cada tipo de Chlamidia se obtendr un patrn de bandas caractersticas en el corrido electrofortico (53,54).


  Otra tcnica utilizada es el mtodo de Secuencia Directa- La tcnica, reconocida mundialmente como la prueba de oro para la genotificacin de cepas, permite identificar las variantes de genes que caracterizan los serotipos de C. trachomati s (19).


  Esta informacin es de gran importancia para el desarrollo de vacunas contra esta enfermedad que hoy constituye un problema de salud pblica.


  Perspectivas: En la prxima dcada se espera un significativo avance en el conocimiento molecular de Chlamydia trachomatisa nivel mundial que permita el desarrollo de vacunas para el control y erradicacin de las patologas causadas por este agente. En Colombia, el estudio y la caracterizacin molecular de Chlamydia aportar al conocimiento de las cepas que causan enfermedad en nuestra poblacin, contribuyendo a la implementacin de nuevos y mejores mtodos diagnsticos, as como de tratamientos ms adecuados, permitiendo generar valiosos aportes para desarrollar estudios filogenticos bacterianos. La bioinformtica como herramienta, apoyar los estudios sobre el genoma de Chlamydia, para determinacin de tasas de mutacin y otros eventos moleculares en el estudio de este interesante microorganismo.
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  RESUMEN


  El desarrollo del proyecto se bas en la divulgacin y validacin del modelo sobre el manejo actual de los desechos generados en los laboratorios de prctica del programa de bacteriologa y la I.P.S. de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, donde se incluye el plan maestro para manejo de desechos. Para verificar la correlacin con la realidad, conocer incumplimientos y fallas durante el proceso de manejo de desechos, se realiz el establecimiento de conformidades o no conformidades del modelo, as como de puntos crticos de control por etapa del proceso y determinacin de acciones correctivas utilizando un protocolo de validacin especfico para cada rea, fundamentado en la herramienta del aseguramiento de la calidad HACCP, para predecir, prevenir, unificar procesos, mitigar y compensar los impactos que la produccin de stos pueda generar sobre el medio ambiente y la calidad de vida de la comunidad. Los resultados obtenidos nos indican que el modelo elaborado para la IPS y los laboratorios de prctica sobre manejo de desechos se est aplicando, se conoce y se est dando cumplimiento a la legislacin sobre manejo de desechos. Se detectaron fallas en el proceso, se determinaron acciones correctivas para mejorar y actualizar el modelo, dando pautas para involucrar un programa de seguimiento, validacin, verificacin y educacin ambiental en instituciones tanto universitarias como prestadoras de salud en Bogot, que concientice sobre la importancia del manejo correcto de desechos, la necesidad de la normalizacin y aplicacin de la legislacin existente.


  Palabras Claves: Desechos, monitoreo, educacin ambiental, HACCP, proceso de seguimiento.


  ABSTRACT


  To assure the quality of the processes related with the handling of waste, it is part of the environmental administration


  The development of the project was based on the popularization and validation of the pattern on the current handling of the waste generated in the laboratories of practice of the bacteriology program and the I.P.S. of the Colegio Mayor de Cundinamarca University, in Bogot, where the master plan is included for managing of waste, and to verify the correlation with the reality, to know breaches and faults during the process of managing of waste, I realize the establishment of conformities or non conformities of the model was realized, as well as of critical points of control for stage of the process and determination of corrective actions using a specific validation protocol for each area, based in the tool of the insurance of the quality HACCP, to predict, to prevent, to unify processes, to mitigate and to compensate the impacts that the production of these can generate about the environment and the quality of life of the community. The obtained results indicate us that the model elaborated for the institution of services of health and the practice laboratories on managing of waste this being applying, it is known and one gives fulfillment to the legislation on managing of waste, faults were detected in the process, corrective actions were decided to improve and to update the model; giving guidelines to involve a program of follow-up, validation, monitoring and environmental education in institutions so much university and institution of services of health in Bogot that taken the importance of the correct managing of waste, the necessity of the normalization and application of the existent legislation.


  Key words: Waste, follow-up program, validation, monitoring and enviromental education, HACCP.


  Introduccin


  Los laboratorios de prctica universitarios, as como las instituciones prestadoras de servicios de salud, manejan muestras biolgicas, reactivos biolgicos, reactivos qumicos y generan desechos comunes, lo que hace relevante el manejo adecuado de los desechos, ya que estos constituyen un factor de riesgo, tanto para las personas involucradas en las actividades que se realizan all, como para el medio ambiente, por lo que es importante conocer su manejo, recoleccin, reciclaje, transporte y disposicin final, para concientizar sobre la importancia de prevenir la contaminacin ambiental, a travs del manejo adecuado de los desechos generados.


  La unificacin en criterios de manejo, as como la aplicacin de la legislacin existente, se logr en las dependencias de los laboratorios de prctica y en la I.P.S. de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, por medio de la elaboracin de un modelo que generase informacin actualizada y confiable que se divulg y se valid para determinar acciones correctivas, verificando su correlacin con la realidad. Con este proceso se busca asegurar la calidad de las actividades relacionadas con el manejo de desechos, as como una reduccin de factores de riesgo, mejoramiento de la eficiencia, reduccin de costos que involucran la actividad del reciclaje para mejorar la calidad de vida dentro y fuera de la institucin.


  La informacin recogida durante el proceso de divulgacin y validacin del modelo representa la base sobre la cual se puede operar un eficaz sistema de seguimiento, validacin y verificacin que promueva el conocimiento y cumplimiento de la ley y permita conocer a la institucin los incumplimientos y fallas durante el proceso de manejo de desechos, para determinar acciones correctivas.


  El proceso de divulgacin y validacin del modelo se logr por medio del desarrollo de actividades que pueden dar inicio a un programa de educacin ambiental, no slo dentro de la institucin, sino tambin fuera de ella, basado en los principios de equidad, eficiencia, economa y ecologa, por medio del aprovechamiento de la pedagoga y los procesos de enseanza- aprendizaje, en el que se involucra el sistema de Gestin Ambiental y la determinacin de los puntos crticos de control en cada etapa del manejo de desechos.


  Materiales y mtodos


  El programa de validacin nos permite establecer que cada operacin esencial en el desarrollo, realizacin y control del proceso de manejo de desechos sea confiable, reproducible, capaz de asegurar la calidad y verificar la existencia y aplicacin de la normalizacin y legislacin sobre el manejo, recoleccin, reciclaje, transporte y disposicin final de los desechos generados en las reas de laboratorios de prctica e I.P.S. de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.


  Para la validacin del modelo se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:


  - Dar a conocer el modelo elaborado.

  - Realizar un seguimiento, validacin y verificacin de la aplicabilidad del modelo sobre manejo de desechos en la I.P.S y los laboratorios de prctica.

  - Determinar las acciones correctivas para el mejoramiento del proceso.

  - Mejorar el programa de manejo de desechos. Los instrumentos aplicados para la recoleccin de la informacin y anlisis de resultados fueron:

  - Encuestas.

  - Protocolo de validacin.

  - Cuadro comparativo.

  - Listas de chequeo a cada rea investigada.

  - Observacin directa, mediante una gua propia.


  Resultados y discusin


  En la realizacin de este proyecto se pretenda observar cmo se contribua a mejorar el medio ambiente y la calidad de vida dentro y fuera de la universidad, partiendo de la aplicacin del modelo sobre manejo de desechos en la IPS y los laboratorios de prctica, viendo qu cambios de actitud o de procedimiento se haban logrado con la divulgacin de los modelos.


  Entre los resultados encontrados se pueden destacar:


  - Aplicacin de la legislacin y mejoramiento en los procesos de generacin y almacenamiento.

  - Conocimiento y aplicacin de la normalizacin para separar los diferentes desechos generados, utilizndose el cdigo de colores recomendado por la Secretara Distrital de Salud.

  - La determinacin del volumen de desechos es una parte importante del proceso que se ha empezado a aplicar, ya que es necesario identificar qu cantidad de desechos se generan con el fin de minimizar su produccin.

  - Con respecto al modelo se determin la conformidad o no conformidad del mismo en cuanto a: formato, contenido, aplicabilidad y legislacin.

  - Se identificaron los puntos crticos de control para cada etapa relacionada con el proceso de manejo de desechos, teniendo en cuenta el rea donde se va a aplicar, establecindose los ajustes y acciones correctivas respectivas.

  - La realizacin de talleres terico-prcticos sobre todo con el personal auxiliar y de servicios generales.


  Como debilidades que deben ser corregidas, se destacan:


  - Incrementar la cultura del reciclaje.

  - Aplicar la utilizacin de registros.

  - Definir claridad en revisin y actualizacin del modelo.


  El manejo sanitario de los desechos producidos en instituciones, tanto pblicas como privadas, ha sido un reto permanente desde el aspecto administrativo y operativo, as como el factor de riesgo que representa para la salud de los trabajadores, de los clientes y del pblico en general. En respuesta a este problema es importante que cada institucin, dependiendo de sus propias caractersticas, se elabore y documente

  el plan individual para el manejo sanitario seguro de los desechos que ella genera.


  El desarrollo de un programa de esta naturaleza implica un proceso secuencial y requiere como aspecto fundamental la vinculacin de todo el personal de la institucin. Adicionalmente, se debe implementar un plan de seguimiento y evaluacin que permita tener una visin permanente del estado del programa, con el objeto de aplicar oportunamente los correctivos y ajustes.


  El plan de gestin integrada de desechos est basado en el desarrollo de las siguientes fases:


  · Generacin.

  · Clasificacin y separacin, almacenamiento y procesamiento en su origen.

  · Recoleccin y transporte.

  · Tratamiento y transformacin.

  · Disposicin final.

  · Aprovechamiento.


  Este plan debe soportarse en la legislacin correspondiente y debe estar documentado.


  Para optimizar el manejo de desechos en la universidad, tanto en la IPS como en los laboratorios de prctica, se dise un modelo de manejo de desechos para cada rea, con el fin de brindar una informacin adecuada y oportuna sobre el plan de manejo interno de desechos, cumpliendo con la legislacin existente promulgada por el Ministerio de Salud, Secretara Distrital de Salud y el Departamento Administrativo del Medio Ambiente.


  Antes de hacer pblico el modelo, se debi someter a una revisin final para asegurar la claridad, la precisin y estructura apropiada. Los usuarios tambin tuvieron oportunidad de evaluar y comentar la facilidad de uso del documento.


  Los resultados de la investigacin se aplicaron en la correccin de los modelos elaborados, utilizndose para mejorar los procedimientos sobre manejo, recoleccin, transporte, tratamiento, reciclaje y disposicin de los desechos generados actualmente en la IPS de la universidad y los laboratorios de prctica del Programa de Bacteriologa.


  La importancia de este proceso de validacin se debe a que la generacin, clasificacin, manipulacin, transporte interno, tratamiento y destino final de los desechos conforman una cadena de eventos que debe estar normalizada y coordinada de manera que ofrezcan el mximo de eficiencia, realizndose un seguimiento y verificacin, as como una capacitacin continua, ya que el talento humano es el responsable de llevar a la prctica los procedimientos establecidos, promoviendo la minimizacin de desechos y fomentando la recuperacin, reutilizacin y reciclaje. Con este proceso de validacin se definieron las fallas y medidas necesarias para organizar los procesos descritos de manera conveniente.


  Es importante destacar que la poltica ambiental de manejo y disposicin de desechos, como en los otros aspectos de la contaminacin, debe contar con instrumentos de control, monitoreo, seguimiento, auditora, evaluacin y acciones correctivas, ya que es preciso que los mecanismos de regulacin directa, relacionados con las actividades de generacin y manejo de desechos, suministren informacin actualizada y confiable. Por eso, es imprescindible verificar su correlacin con la realidad, representando la base sobre la cual puede operar un eficaz sistema de seguimiento, validacin y verificacin que promueva el cumplimiento de la ley y permita que las organizaciones identifiquen sus fallas en el proceso para asegurar la calidad del mismo.
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  RESUMEN:


  Existen conceptos que se emplean cotidianamente, como es el de «medir»; tal vez, por ello, el sistema educativo tangencialmente delega a dicha cotidianidad la responsabilidad de la pr&aacute;ctica y experimentacin. Sin embargo, se evidencia que en la educacin universitaria difcilmente se puede trabajar en la formalizacin del concepto medir sin antes haber generado los espacios para experimentar y analizar los procesos de medicin de algunas magnitudes. Es por ello que se plantea una propuesta de talleres previos que tengan en cuenta esa necesidad y posibiliten una aplicacin directa a la qumica.


  Palabras Claves: Proceso pedaggico, medicin de magnitudes.


  ABSTRACT:


  A proposal with students of Bacteriology: How to approach the process of measuring magnitudes experimentally?


  There areconcepts that we daily use, as the act of measure, and perhaps, for that reason, our educational system gives to that act day to day the act responsibility of its practice and experimentation. However, it is clear that in the higher education one hardly can work in the formalization of the measurement concept without have before created the space for the analysis and experimentation of the measurement process of some magnitudes. In order to improve this behavior we are here proposing to carry out previous workshop to take into account the above mentioned problem need and make a direct application to the Chemistry possible.


  Keywords: Pedagogic process, mensuration of magnitudes.


  Introduccin


  En el primer semestre de 1999 en la asignatura Matem&aacute;tica, al iniciar la unidad denominada Sistemas de Medida se solicit a los estudiantes realizar la lectura titulada Medicin, del tomo No. 5 de la coleccin Sigma. Una vez realizada esta lectura, los estudiantes solucionaron un taller sobre medidas de longitud tomado del libro de texto de Geometra 6º de la serie Actividad Matem&aacute;tica, el cual presenta objetivos, materiales y cada uno de los pasos que deben llevar a cabo los estudiantes para determinar la distancia entre dos puntos de una recta.


  Posterior a este trabajo, se present un cuestionario a 40 estudiantes con la pregunta: «¿A qu llamas medir?», y se clasificaron las respuestas en seis categoras que obtuvieron los porcentajes relacionados en la Tabla 1.


  Tabla 1. Categoras y porcentajes de respuestas.


  [image: ]


  En la categora 1 se observa que se omite la unidad que permitira la asignacin del nmero y tampoco se enuncia mediante qu proceso se efectuara dicha asignacin.

  La categora 2 tampoco enuncia explcitamente que existe un proceso para la asignacin del nmero, sin embargo, puede estar implcito en el momento en que hacen referencia a una unidad patrn.


  En la categora 3 la palabra calcular conduce a pensar en un proceso de aplicacin de frmulas, sin dejar ver qu aspectos los estudiantes consideran relevantes de la medicin.


  En la categora 4 se explica la medicin como un proceso de comparacin; sin embargo, no hacen alusin a la magnitud que va a ser medida ni al resultado final de dicha comparacin.


  La categora 6 es la que m&aacute;s elementos del concepto de medicin posee, ya que hace alusin al proceso de comparar la necesidad de una unidad patrn y el resultado de dicho proceso.


  De la socializacin de estos resultados por parte del profesor de matem&aacute;ticas con los docentes de qumica, surgi en uno de ellos la inquietud de efectuar una exploracin con las estudiantes de primer semestre, en la misma tem&aacute;tica de medida, en la unidad denominada Fundamentos de la Qumica, con el fin de observar si exista la presencia de dificultades similares; en otro grupo de primer semestre del mismo programa, el docente en la asignatura de Qumica I, efectu una exploracin alrededor de la misma tem&aacute;tica.


  Lo metodolgico


  Las inquietudes alrededor de la tem&aacute;- tica de medida que dieron origen a esta experiencia surgieron de la pr&aacute;ctica docente. En el trabajo en el aula se detectaron dificultades que, al ser analizadas tenan como punto de interseccin la nocin de medicin; los docentes de matem&aacute;ticas y qumica disearon talleres y cuestionarios que posibilitaron otra forma de abordar dicha tem&aacute;tica. Por ello se considera que tanto este an&aacute;lisis de dificultades como las estrategias para abordarlas, se pueden caracterizar como un proceso de indagacin-pr&aacute;ctica, cuya preocupacin central es encontrar soluciones concretas a los problemas que se presentan en la realidad cotidiana.


  Reflexin y pr&aacute;ctica


  En el primer semestre del ao 2000, en la asignatura de Qumica I, antes de iniciar esa tem&aacute;tica se llev a cabo un sondeo a 126 estudiantes, centrado en un cuestionario que contena las siguientes preguntas:


  1. ¿Qu es medir?

  2. ¿Qu es un patrn de medida?

  3. ¿Qu sistemas de medida conoce usted?

  4. ¿Qu es volumen?

  5. ¿Ha trabajado con factores de conversin?

  6. ¿Qu entiende por exactitud y precisin?


  Con la informacin obtenida se llev a cabo una clasificacin de la siguiente manera:

  En las respuestas clasificadas en la tabla 1, los estudiantes asocian el concepto de medir con una sola accin; observar, calcular o comparar, no explicitan y resulta difcil interpretar si estas palabras est&aacute;n asociadas a un proceso y qu tipo de proceso. ¿Es slo percepcin?, ¿es la aplicacin de frmulas?


  Tabla 2: Respuesta a la pregunta ¿Qu es medir?
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  Tabla 3: Respuesta a la pregunta ¿Qu es un patrn de medida?
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  Tabla 4: Respuesta a la pregunta ¿Qu sistemas de medida conoce usted?
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  Tabla 5: Respuesta a la pregunta ¿Qu es volumen?
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  Tabla 6: Respuesta a la pregunta ¿Ha trabajado con factores de conversin?
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  Tabla 7: Respuesta a la pregunta ¿Qu entiende por «exactitud» y «precisin»?


  [image: ]


  Las respuestas de las tablas 3 a la 6 est&aacute;n ntimamente ligadas, dejando entrever el desconocimiento sobre lo que es un patrn de medida, sistemas de medida y factores de conversin. En la Tabla 7 es evidente que no existe un acercamiento a conceptos como exactitud y precisin que son inherentes a la medicin.


  De la clasificacin obtenida, una de las conclusiones que se puede establecer es que a pesar del recorrido acadmico de los estudiantes, no se evidencia una conceptualizacin alrededor de la tem&aacute;tica de medicin, es decir, las experiencias con longitud, superficie, volumen, tiempo, etc., no se han integrado en una red conceptual que le permita al estudiante generalizar un significado de dicho concepto.


  Atendiendo a las anteriores observaciones elaboradas por los docentes en las asignaturas de Matem&aacute;ticas y Qumica I en la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, se decidi organizar el contenido de esta unidad en dichas asignaturas, centrando el inters en la comprensin del proceso de asignacin de un nmero para representar la magnitud e identificar diversos pasos que intervienen en este proceso.


  En dicha organizacin del contenido de las dos asignaturas, en lo que respecta a Matem&aacute;ticas, se conserv la estrategia de invitar a los alumnos a acercarse al significado de medir magnitudes a travs de la lectura Medicin ya mencionada. Para facilidad del lector se transcriben apartes del texto:


  MEDICIN- por Norman Campbell


  ¿Qu es medicin? : La medicin puede definirse en general como la atribucin de nmeros a propiedades, para representarlas.


  Lo primero que me interesa subrayar es que no todas las propiedades pueden representarse mediante nmeros, sino solo algunas de ellas.


  Para poder apreciar por qu es tan importante esa diferencia, tenemos que penetrar m&aacute;s profundamente en la significacin del nmero. Tenemos que observar que es muy f&aacute;cil que se produzca confusin en este punto, pues la palabra nmero se usa para un mero nombre, palabra o smbolo, y a veces significa una propiedad de un objeto.


  Las propiedades medibles de un cuerpo son aquellas que cambian por la combinacin de cuerpos semejantes; las propiedades no medibles son las que no cambian al realizar esta operacin.


  ¿Qu propiedades son medibles?: Para que una propiedad sea medible debe ser tal que:


  1. Dos objetos que respecto de esa propiedad sean lo mismo que un tercer objeto, sean lo mismo el uno que el otro.

  2. Por la adicin sucesiva de objetos podamos construir una serie normal, un miembro de la cual sea lo mismo, respecto de la propiedad, que cualquier otro objeto que deseemos medir.

  3. Iguales aadidos a iguales produzcan sumas iguales.


  Con estos acercamientos tericos y pr&aacute;cticos y rescatando las experiencias que han tenido los estudiantes en su escolaridad, sin dejar de lado las observaciones detectadas al iniciar, se solicit a los grupos que propusieran otro taller que contina centrado en la medida, orientado hacia las magnitudes volumen y capacidad, las cuales se seleccionaron teniendo en cuenta que son relevantes en los contenidos del currculo de esta carrera de pregrado, debido a que un profesional de bacteriologa continuamente hace uso de ellas durante su ejercicio, tanto en lo referente a la literatura cientfica como al trabajo pr&aacute;ctico.


  Como par&aacute;metros: los alumnos pueden incluir pasos similares a los establecidos en el taller de medida de longitud, por ello deben hacer claridad en los objetos escogidos, la magnitud a medir, la unidad, el proceso de comparacin –¿cu&aacute;ntas veces cabe esa unidad?– y, por lo tanto, la asignacin de un nmero, obteniendo un nmero con la unidad para representar la medida.


  Los talleres propuestos por los estudiantes, se clasifican en tres grupos teniendo como punto de referencia el aspecto en el cual hicieron nfasis; aquellos talleres que presentan materiales y pasos alrededor de la actividad de medir con unidades arbitrarias; los otros, alrededor de medir identificando mltiplos y divisores de unidades arbitrarias y un tercer grupo que identifica mltiplos y divisores del sistema mtrico decimal.


  Taller – Grupo 1. Utilizacin de unidades arbitrarias


  Objetivos: En este taller aprender&aacute;s a realizar mediciones de volmenes teniendo en cuenta los materiales asignados para cada ejercicio, valindose de otros objetos.


  Materiales: Cubos de cartulina, una caneca, una caja de pl&aacute;stico, cubos de caldo de gallina, una cajita de pasta azul, cajitas de chicles, una cubeta de hielo, cajas de fsforos.


  Pasos a seguir:


  1. Con los cubos de cartulina mide una caneca que est&aacute; en la zona verde de la universidad. ¿Cu&aacute;ntos cubos caben en la caneca?

  2. En la caja de pl&aacute;stico mide la cantidad de cubitos de caldo de gallina que caben en esta caja.

  ¿Cu&aacute;ntos cubitos son?

  3. Con cajas pequeas de goma de mascar mide:

  a. La cajita de cartn.

  b.La cajita de pasta azul.

  4. Mide la cubeta de hielo con las cajas de fsforos. ¿Cu&aacute;ntas cajas de fsforos caben en la cubeta?


  En el procedimiento anterior has medido volmenes partiendo del volumen de otros objetos. Para esto utilizaste objetos como cubos, cajas de goma de mascar, de fsforos, para definir diferentes unidades de medida como la caneca, la caja de cartn, la cubeta de hielo.»

  A pesar de que en el procedimiento del p&aacute;rrafo anterior se nombra como unidad de medida la caneca, en la parte experimental los estudiantes establecen que las unidades arbitrarias de medida que estaban utilizando eran los cubos, las cajas de goma de mascar, etc., para medir el volumen de la caneca.


  «Taller – Grupo 2: Mltiplos y divisores de unidades arbitrarias


  Materiales:

  Unidades de medida:

  Cuchara, pocillo

  Unidad de medida referencial:

  Copa de aguardiente.


  Objetivo : Hallar la capacidad de la copa teniendo en cuenta las unidades de medida, encontrar mltiplos y divisores.

  Problema:

  ¿Cu&aacute;ntas cucharadas puede contener la copa?

  ¿Cu&aacute;ntos contenidos de la copa puede contener el pocillo?

  ¿Cu&aacute;les son los divisores y los mltiplos?


  Resultado:


  La copa tiene capacidad para 5 cucharadas. El pocillo tiene capacidad para 5 veces el contenido de la copa. Como se mencion anteriormente, la copa es la unidad de medida referencial, por lo tanto, le podemos hallar mltiplos y divisores.


  Divisor: 1 cucharada es el divisor, porque 5 cucharadas est&aacute;n contenidas en la copa.

  Mltiplo: 1 pocillo es el mltiplo, porque 5 veces el contenido de la copa esta contenido en el pocillo.


  Taller – Grupo 3: Identificacin de mltiplos y divisores de sistema mtrico decimal


  Un ejemplo de la clasificacin de talleres planeados y solucionados por los alumnos, relacionados con el sistema mtrico decimal, lo titularon Capacidad y Volumen, y para l presentaron la siguiente estructura:


  Objetivo: Disear un procedimiento que permita determinar el volumen de los materiales empleados. Adquirir conceptos b&aacute;sicos mediante la pr&aacute;ctica.

  Relacionar medidas de volumen y capacidad, mediante el empleo de elementos determinados (cubo)


  Materiales : Cubo de Vidrio, Cubos de azcar,

  Agua, Vasos, Balanza, Gotero, Botellas, Lquidos


  Algunos conceptos


  Volumen: Por convencin, la unidad de medida para determinar un volumen es la regin del espacio ocupada por un cubo, cuya arista mida una unidad de longitud y la llamamos cubo unidad. La convencin puede provenir de c&aacute;lculos subsiguientes, pues el volumen del cubo se halla, simplemente, calculando la tercera potencia de la medida de la arista.


  La unidad fundamental del volumen en el sistema internacional es el metro cbico.

  El metro cbico es el volumen que ocupa, en el espacio, un cubo cuya arista mide 1 metro.


  Capacidad: Para medir los volmenes interiores del recipiente destinados a contener lquidos, como tanques, frascos, canecas, etc., se vierte el contenido de otro volumen elegido como unidad y contamos las veces que sea necesario repetir esta operacin. El volumen medido as recibe el nombre de capacidad.


  Los conceptos de volumen y capacidad est&aacute;n tan, que podemos considerar que esta ltima corresponde al volumen interior de un cuerpo hueco.

  Es decir en un cuerpo hueco podemos considerar dos volmenes; el exterior y el interior. El exterior corresponde al volumen del recipiente y el interior es propiamente, la capacidad, y la diferencia entre los dos corresponder&aacute; al espesor de las paredes del recipiente.


  Procedimiento


  Primer paso: Calcular cu&aacute;ntos cubos de azcar de 1 cm3 completan una capa de centmetros cbicos en el decmetro cbico.

  ¿Cu&aacute;ntos centmetros cbicos se necesitan para completar un decmetro cbico? ¿Qu concluye?


  Respuesta: 100 cubos de 1 cm3, completan una capa de 1 dm3, por consiguiente, 1.000 cm3 equivale a 1 dm3.


  TALLER: Midiendo la capacidad de recipientes


  Teora: La unidad mtrica de las medidas de capacidad es el litro. ste tiene mltiplos y submltiplos tales que cada unidad equivale a diez veces la unidad inmediatamente inferior.


  Objetivos : Determinar la capacidad de diferentes recipientes usando nmeros enteros y unidades.

  Comprobar que un decmetro cbico es igual a un litro.

  Materiales:

  Jeringas de diferentes tamaos.

  Vasos de diferentes tamaos.

  Una botella de gaseosa litro y una pequea.

  L&aacute;piz y borrador.

  Pecera con mediadas de 1dm. por cada arista.

  Hacer grupos de nueve personas.


  Pasos a seguir:

  Toma una de las jeringas y llnala de agua, deposita en el cubo el agua hasta llenarlo. ¿Cu&aacute;ntas jeringas necesitaste para llenar el cubo?

  Toma uno de los vasos y llena el cubo de la misma forma y observa cu&aacute;ntos vasos de agua necesitaste para llenarlo.


  Haz lo mismo con la botella pequea. Cu&aacute;ntas botellas de agua necesitaste esta vez.

  Llena la botella litro de agua y depostala en el cubo.

  ¿Qu observas?

  ¿Qu equivalencias encuentras?

  ¿Qu concluyes?

  Observaciones

  La capacidad de la pecera equivale a 20 jeringas de agua, cuatro vasos de agua, una botella litro de agua y casi tres botellas de gaseosa pequea.

  Un decmetro cbico del volumen de la pecera equivale a un litro de capacidad.

  En el taller se observa que los estudiantes escogen una magnitud, la capacidad y seleccionan un objeto que tiene la propiedad a medir.


  Establecen unidades de medida estandarizadas y no estandarizadas.

  Formulan pasos a seguir para un proceso de comparacin entre la unidad establecida y la propiedad del objeto.

  Concluyen asignando un nmero con su correspondiente unidad para representar la medida, en este caso, la capacidad de la pecera.


  Adicionalmente, experimentan con la equivalencia entre un decmetro cbico y un litro.


  Para terminar esta presentacin de talleres, vale la pena observar:

  A. Una conclusin sobre equivalencia entre 1dm3

  y 1 litro, abordada por los estudiantes en varios talleres.

  B. Los estudiantes, en estos talleres planteados en la asignatura de matem&aacute;tica, presentan una serie de ejercicios pr&aacute;cticos que se solucionan con factores de conversin utilizando unidades de medida arbitrarias, as:

  Si quince dulces es la medida del espacio de una caja de casetes, ¿cu&aacute;l es la medida del espacio de una caja de cartn utilizando como unidad de medida los dulces, teniendo en cuenta que en la caja de cartn caben 5 cajas de casetes?


  [image: ]


  Concatenado a este manejo en matem&aacute;tica y teniendo como presupuesto que esos conceptos son una herramienta b&aacute;sica para la aplicacin en unas de las tem&aacute;ticas de la asignatura Qumica I, cada uno de los ejercicios planteados por el docente de Qumica o los estudiantes se disean con el fin de analizar los procesos de medir utilizados.


  Es as como alrededor de la primera conclusin (A) que se present en matem&aacute;tica, en Qumica se realiz una experiencia pr&aacute;ctica solicit&aacute;ndoles a los estudiantes disear y elaborar un cubo de 1 dm3 (decmetro cbico), procediendo a llenarlo de agua, utilizando para ello un objeto graduado que les permitiera medir la cantidad de lquido utilizada para llenar el recipiente. Posteriormente, la experiencia se repiti en el aula en grupos de cinco estudiantes y en cada grupo se realiz una puesta en comn para establecer formalmente la equivalencia entre 1 dm3 (decmetro cbico) y 1 l (un Litro) de agua. Simult&aacute;neo a este trabajo, se realiza la experiencia con el cm3 (centmetro cbico) para medir su capacidad en ml (mililitros), llegando tambin a establecer la equivalencia con cada grupo entre 1cm3 y 1 ml.


  Vale la pena anotar que despus de realizada esta experiencia, los estudiantes, siempre que necesitaban resolver problemas o ejercicios relacionados con capacidad o con volumen, recurran a anotar y a utilizar la equivalencia.


  Finalmente, a travs del establecimiento de las equivalencias matem&aacute;ticas, se concluye la relacin entre unidades de volumen y unidades de capacidad, dado que experimentalmente se manejan indistintamente unidades de ambas magnitudes.


  Alrededor de la conclusin B para la experiencia en qumica, los ejercicios que se disearon requieren del uso de factores de conversin, factores que de hecho implican el uso de la proporcionalidad y la idea de medida. El docente de qumica aborda la tem&aacute;tica con ejercicios similares a aquellos planteados en semestres anteriores, pero cambia el enfoque de la mirada para indagar en las estrategias utilizadas por los estudiantes y en las respuestas dadas, los elementos que ellos trasladan desde las ideas trabajadas, en medida, en matem&aacute;ticas y su utilizacin en qumica.

  Una muestra de los ejercicios desarrollados por los estudiantes en qumica se examina a continuacin:


  ¿Cu&aacute;ntos mililitros de bromo se deber&aacute;n tomar para obtener 34,0 g del mismo elemento?

  En el desarrollo de este ejercicio, los alumnos proceden a buscar la densidad del elemento en la tabla peridica; este dato lo toman y empiezan a utilizarlo sin unidades, situacin que contrasta con el concepto de medir que ha sido estudiado previamente en matem&aacute;ticas como ya se seal.


  Procedimiento observado:


  [image: ]


  Se nota que el resultado s es registrado con unidades de volumen, las cuales no son utilizadas en el procedimiento. En otros casos, cuando se plantea un ejercicio, se lleva a cabo el procedimiento pero la respuesta la registran sin unidades. Ejemplo: Expresar 35 mg en Kg.


  [image: ]


  Es notoria aqu la operatoria numrica en la cual enfatiza el estudiante, sin llegar a poner el acento en medicin, lo cual implicara como centro de atencin la transformacin de las unidades.


  Conclusiones


  La inquietud, que se present a los docentes alrededor del tema de medida y que fue abordada a travs de talleres, plantea un proceso en el cual tanto docentes como estudiantes reflexionan y est&aacute;n pendientes de los acercamientos y desvos que se experimentan al abordar la tem&aacute;tica de medir.


  Sera interesante observar y analizar de manera sistem&aacute;tica por qu la mayora de estudiantes no present dificultades al trabajar con unidades arbitrarias, pero s con unidades estandarizadas, y eso muy posiblemente nos lleva, entre otros, a la complejidad del sistema en base diez.


  Consideramos que hizo falta una etapa de entrevistas a los estudiantes que permitieran indagar en profundidad sobre sus respuestas a los cuestionarios iniciales, vaco que se detect cuando ellos ya haban elaborado la lectura y, por lo tanto, muy posiblemente sus respuestas eran diferentes a las pensadas en el momento de llenar los cuestionarios.


  Los talleres elaborados por los estudiantes, y de los cuales se presenta un ejemplo sobre capacidad, permiten observar que se ha logrado un mayor acercamiento a entender la medicin como un proceso y dentro de dicho proceso, se han identificado claramente elementos como: magnitud, unidad de medida, comparacin, asignacin de un nmero para representar la medida, sin que con ello se sugiera que se llega a una conceptualizacin de magnitud y cantidad.


  Experiencias como la llevada a cabo en el proceso aqu descrito, realizadas en los primeros niveles de escolaridad, generaran la posibilidad de alcanzar matem&aacute;tica y experimentalmente el concepto de medicin en niveles superiores, el cual no se convertira solamente en un manejo de ecuaciones sino en una comprensin del proceso que lleva a la medida.
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