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  RESUMEN


  Objetivo: Determinar la presencia de las mutaciones 2299delG y C759F en 37 individuos colombianos no relacionados con asociación de RP e hipoacusia neurosensorial. Materiales y métodos: análisis de secuencia directa del exón 13 del gen USH2A en todos los individuos seleccionados para el estudio. Resultados: la mutación 2299delG fue observada únicamente en individuos con Síndrome de Usher tipo II, mientras que la mutación C759F, no fue observada en ninguno de los individuos del estudio.


  Palabras clave:Síndromes de Usher, trastornos sordoceguera, pérdida auditiva sensorineural, retinitis pigmentosa, mutación, genética.

  


  ABSTRACT


  Objective: To determine the presence of 2299delG and C759F mutations in 37 non-related subjects from Colom­bia suffering from RP and sensorineural deafness. Materials and methods: Exon 13 of USH2A gene was directly sequenced in all subjects selected for the study. Results: In this work, the 2299delG mutation was only observed in subjects suffering from Usher syndrome type II while the C759F mutation was not detected in any subject.


  Key words:Usher Syndromes, Deaf-Blind Disorders, Sensorineural Hearing Loss, Retinitis Pigmentosa, Mutation, Genetics.

  


  INTRODUCCIÓN


  El Síndrome de Usher (USH) es una entidad de herencia autosómica recesiva, que se presenta con hipoacusia neurosensorial, retinitis pigmentosa progresiva y en algunos casos, disfunción vestibular. El Síndrome es la causa más frecuente de sordo-ceguera en el mundo, y constituye el 6% de la población congénitamente sorda y el 18% de toda la población con RP (1); la prevalencia del USH está en un rango de 3.5 a 6.2 casos de cada 100,000 habitantes (2); su frecuencia en Estados Unidos es alrededor de 5/100,000 (1); en Escandinavia de 3.0/100,000 (3) y en Colombia, de 3,2/100.000 habitantes y constituye el 9,6% de la población sorda y el 10% de la población ciega(4-6). Clínicamente, el USH se divide en tres tipos: el tipo I (USH1) se caracteriza por sordera profunda congénita, ausencia de respuesta vestibular y aparición de RP progresiva en la primera o principios de la segunda década de vida; el tipo II (USH2) por sordera congénita de moderada a severa, respuesta vestibular normal, con inicio de RP progresiva en la segunda década de vida; y, el tipo III (USH3), por pérdida auditiva progresiva, respuesta vestibular variable y aparición de RP en edad variable (7).


  El USH presenta una significativa heterogeneidad genética: a cada uno de los tres tipos clínicos del síndrome le corresponde uno o más subtipos genéticos. Hasta el momento, se han identificado 14 loci asociados con el USH: seis responsables del fenotipo USH1 (USH1B-K), cuatro del USH2 (USH2A-D) y uno del fenotipo USH3 (USH3A). De ellos, han sido identificados nueve genes responsables: MYO7A para USH1B, USH1C para USH1C, CDH23 para USH1D, PCDH15 para USH1F, SANS para USH1G, y CIB2 para USH1J (8-13); USH2A para USH2A, VLGR1b para USH2C, WHRN para USH2D y USH3A para USH3 (14-18). De todos los anteriormente mencionados, el primer gen identificado fue el USH2A (19), el cual codifica para la proteína Usherina (20, 21).


  USH2 es la forma más común de Síndrome de Usher, ya que cuenta para casi la mitad de los casos reportados (22-24). Algunos estudios en población europea y americana han reportado también que del 74 al 83% de los casos USH2, corresponden al subtipo USH2A (16, 25). Inicialmente se describió que el gen USH2A constaba de 21 exones, pero posteriormente se definió que existe una segunda isoforma que comprende 72 exones adicionales a los ya conocidos (26).


  Un gran número de mutaciones han sido identificadas en el gen USH2A, pero la más prevalente es la 2299delG (14, 16, 27-31). Esta mutación ha sido identificada en el 25% de la población española con USH2 (27) y es responsable tanto del fenotipo de USH tipo II, como USH atípico (32). Existe evidencia que indica que esta mutación tuvo su origen en la población del sur de Europa (33). Otro cambio frecuente en el gen USH2A, es la mutación C759F, la cual es responsable del fenotipo USH2 (28, 34) y RP sin sordera (35). Ambas mutaciones están localizadas en el exón 13, una región que representa sólo el 6.4% de la región codificante de este gen (36). Dada la prevalencia de estas dos mutaciones y la variabilidad fenotípica que presentan, el objetivo de este trabajo fue identificar estos cambios en individuos colombianos con asociación de RP e hipoacusia neurosensorial congénita.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Población objeto de estudio


  La población objeto de estudio consta de 37 individuos con RP e hipoacusia neurosensorial, que fueron seleccionados en tamizajes realizados por el Instituto de Genética Humana de la Universidad Javeriana y la Fundación Oftalmológica Nacional (FUNDONAL) en 11 ciudades del país, en institutos para ciegos y sordos. Para ello se realizaron exámenes de fondo de ojo y audiometría. A los individuos seleccionados se les tomaron muestras de 7 ml de sangre periférica por punción venosa, previa firma del consentimiento informado. El diagnóstico clínico se realizó con base en la historia clínica completa de los individuos afectados, la evaluación del mayor número posible de familiares, la elaboración del árbol genealógico y exámenes diagnósticos de electrorretinograma (ERG), campimetría, angiografía, fotos de fondo de ojo y audiometría. Este estudio fue aprobado por el Comité de ética de la Pontificia Universidad Javeriana.


  Pruebas moleculares


  El ADN de las muestras fue extraído por medio de la técnica fenol-cloroformo. Con posterioridad se realizó el análisis de secuenciación del exón 13 del gen USH2A en todos los individuos seleccionados para el estudio. El procedimiento utilizado para la secuenciación fue el siguiente: una vez obtenido el producto de PCR (Polymerase Chain Reaction), se purificó y se realizó la reacción de secuenciación con 2 µl de mezcla de reacción, 2 µl de solución tampón 5X, 1 µl de iniciador y 5 µl de producto purificado. Las condiciones de temperatura fueron: 95 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos y 60 °C por 4 minutos, durante 35 ciclos. Se realizó la precipitación de la reacción de secuenciación por el método de etanol. Las análisis de secuenciación se realizaron en el ABI-PRISM 3100-AvantTM con el estuche de secuenciación BigDye terminatorTM, versión 3.1. Finalmente, se analizaron las secuencias con el software DNAstarTM. La secuencia consenso utilizada para el gen USH2A se obtuvo de:


  http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000042781;r=1:215796236-216596738;t=ENST00000366942.


  RESULTADOS


  Para el estudio fueron seleccionados en total 37 individuos no relacionados distribuidos en tres grupos de la siguiente forma: 1) 26 individuos no relacionados con síndrome de Usher tipo II, 2) cuatro individuos no relacionados con fenotipos similares a Síndrome de Usher pero con un mecanismo de herencia autosómico dominante o presencia de individuos con RP sin sordera e individuos con sordera sin RP dentro de la misma familia, y 3) siete individuos no relacionados con RP e hipoacusia leve no diagnosticados como Síndrome de Usher. Se realizó el análisis de secuenciación automática del exón 13 del gen USH2A en las muestras de los 37 individuos seleccionados.


  Los resultados del análisis de secuenciación se observan en la Tabla 1. En total, el 18.9% de la población estudiada, porta la mutación 2299delG, ya sea en estado homo o heterocigoto (Figura 1) y ninguno porta la mutación C759F. De la población con diagnóstico de Síndrome de Usher tipo II, cerca del 27% de los propósitos porta la mutación 2299delG, ya sea en estado homocigoto o heterocigoto.
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  El 3.8% de los individuos con Síndrome de Usher tipo II, portan la mutación 2299delG en estado homocigoto, mientras que el 23.1% la porta en estado heterocigoto. La frecuencia alélica de esta mutación en la población estudiada es de 10.8%, mientras que en la población con Síndrome de Usher tipo II, es de 15.4% (Tabla 2).
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  DISCUSIÓN


  La frecuencia del USH en Colombia ha sido estimada en 3,2/100.000 habitantes y constituye el 9,6% de la población sorda y el 10% de la población ciega (4-6). Entre la población afectada con USH, casi el 40% corresponde al tipo II de la enfermedad (datos de los autores), y la necesidad de diagnosticar molecularmente estos individuos, ha incrementado el interés hacia la realización de pruebas confiables para detectar las mutaciones propias de la población colombiana, lo cual será de vital importancia en el momento de realizar un diagnóstico temprano e iniciar un proceso de rehabilitación.


  La mutación 2299delG es la mutación más frecuente en individuos con USH2 en el mundo y su frecuencia está estimada en un 25% en la población española (27). En el presente estudio, se identificó la mutación 2299deG en un 18.9% de la población analizada y en un 27% de los individuos diagnosticados con USH2. Los individuos con la mutación 2299delG tanto en estado homocigoto como heterocigoto, manifestaron un fenotipo muy similar y homogéneo de USH típico. En cuanto a los individuos que portan la mutación en estado heterocigoto, muy seguramente se trata de heterocigotos compuestos, en quienes hasta el momento no se ha detectado la otra mutación causante. Se observaron algunos casos en los que la hipoacusia se manifestó de forma más severa que en otros, lo cual puede ser causado por la presencia de una segunda mutación más agresiva en algunos de los heterocigotos compuestos. Hasta el momento, no se ha identificado esta mutación en pacientes con RP e hipoacusia leve, ni en pacientes con fenotipo similar a USH en Colombia.


  La mutación C759F, consiste en una transversión de una Guanina por una Timina que conduce a un cambio de una Cisteína por una Fenilalanina en el residuo 759, y constituye otro cambio frecuente en el gen USH2A en España (36, 37). En este estudio, la mutación C759F no fue identificada en ninguno de los individuos de la población analizada, contrario a lo que se esperaba, lo que indica que la población colombiana no puede, en todos los casos, ser comparable con la población española. Estos resultados sugieren que la población colombiana podría tener mutaciones propias; debido, tal vez, a diferentes rutas de migración, el gran bagaje indígena o incluso, mutaciones de tipo efecto fundador. Este mismo fenómeno se ha reportado en otras poblaciones, como es el caso de Japón, en donde existe una marcada diferencia entre su espectro mutacional y el de otras poblaciones (38, 39). La población colombiana podría estar mostrando un comportamiento similar al de otras poblaciones como la china o la finlandesa (40, 41).


  Se conoce que mutaciones en el gen USH2A son responsables de un amplio espectro de fenotipos y, en especial, las mutaciones 2299delG y C759F, que se han visto asociadas a fenotipos tanto de Síndrome de Usher tipo II, Síndrome de Usher atípico y RP aislada. En los reportes se ha descrito como Síndrome de Usher atípico aquellos individuos que presentan RP e hipoacusia neurosensorial de herencia autosómica recesiva, pero similar al fenotipo del USH3, es decir, con progresión de la hipoacusia (32, 36). En el presente estudio, los individuos reportados con un fenotipo similar a USH, son individuos que si se analizan de forma particular, podrían ser diagnosticados como USH tipo II, pero que al analizar el conjunto familiar, se hace evidente un patrón de herencia autosómico dominante que no coincide con los parámetros de diagnóstico del síndrome. En otras de las familias, se observan individuos con lo que parecería ser USH, pero con hermanos con RP aislada y otros con hipoacusia aislada; por lo tanto, no se puede definir en ellos el diagnóstico clínico de USH atípico hasta que se logre identificar los genes responsables.


  En conclusión, este estudio muestra que el 27% de la población colombiana con diagnóstico clínico de Síndrome de Usher tipo II porta la mutación 2299delG, y esta frecuencia es muy similar a la reportada en España, que es del 25% (27). La mutación C759F, no ha sido identificada hasta el momento en individuos con Síndrome de Usher tipo II. Para el futuro, sería importante realizar el mismo tamizaje mutacional en individuos con RP aislada, para poder establecer la frecuencia de las mutaciones en esta población.
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  RESUMEN


  Objetivo: Optimizar las condiciones de amplificación del gen B1 (35 copias en el genoma) para la detección de ADN de T.gondii en casos probables de toxoplasmosis cerebral. Materiales y métodos: Se realizó extracción de ADN a partir de exudado peritoneal de ratones inoculados con la cepa RH de T. gondii obteniendo 17 ml con una concentración inicial de 1x107 parásitos/ml. Se optimizaron las condiciones de PCR del gen B1. Resultados: Se obtuvo amplificación de un fragmento de 132 pb a partir de ADN obtenido de diluciones seriadas desde 1x106 a 1x10-1 parásitos por ml, estableciéndose un límite de detección de 1 taquizoíto de T. gondii


  Palabras clave: toxoplasmosis, optimización, reacción en cadena de la polimerasa, gen B1, detección.

  


  ABSTRACT


  Objective: This study aimed at optimizing the amplification conditions of the B1 gene (35 copies in the ge­nome) of T. gondii in cases of possible brain toxoplasmosis. Materials and methods: DNA was extracted from the peritoneal exudate of mice inoculated with the RH strain of T. gondii. Total exudate volume was 17 mL with a concentration of 1x107 parasites/mL. PCR conditions for the B1 gene were further optimized.Results: Serial dilutions from 1x106 to 1x10-1 parasites/mL were needed for amplifying a fragment of 132 bp . This set the detection limit for 1 T. gondii tachyzoite.


  Key words: toxoplasmosis, optimization, polymerase chain reaction, B1 gene detection.

  


  INTRODUCCIÓN


  La toxoplasmosis es una zoonosis mundial cuyos huéspedes definitivos son los felinos y como huéspedes intermediarios se encuentran el hombre y la mayoría de animales de sangre caliente (1). En el humano, la mayoría de las infecciones por T. gondii son subclínicas, sin embargo una infección severa puede ocurrir en los pacientes inmunocomprometidos dentro de los que se encuentran los pacientes con VIH/SIDA y con tumores malignos (2). En los pacientes con SIDA, a pesar de la terapia antirretroviral, la toxoplasmosis cerebral (TC) es la infección oportunista más frecuente (3).


  La optimización de las condiciones de amplificación por PCR para el gen B1 de T. gondii, permitirá ser la base para realizar el diagnóstico molecular en pacientes con probable toxoplasmosis cerebral a través de la técnica de PCR en muestras biológicas de Líquido céfalo-raquídeo y sangre, ya que en Colombia, el diagnóstico de toxoplasmosis cerebral se realiza presuntivamente mediante hallazgos clínicos, radiológicos, serológicos y la respuesta a la terapia anti-Toxoplasma (4).


  Es importante tener en cuenta que la mayoría de microorganismos que producen cuadros neurológicos en pacientes inmunosuprimidos (T. cruzi, Cryptococcus neoformans, Esptein-Barr entre otros) también causan sintomatología y se evidencian hallazgos radiológicos similares a los que se presentan en la TC, por lo que se resalta la importancia de realizar la PCR en LCR y sangre para hacer diagnóstico diferencial de TC y formular el tratamiento adecuado para el paciente (5).


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Mantenimiento de la cepa RH de T. gondii en modelo animal.


  Se realizó el mantenimiento de la cepa de referencia RH de T. gondii (ATCC 50174) a través de pases sucesivos en ratones de la cepa ICR-CD1, machos y hembras, de 18 a 20 días de edad, mediante la inoculación intraperitoneal con 0,3 ml de taquizoitos a una concentración de 1 x106 parásitos/ml.


  Se mantuvieron en el bioterio los animales inoculados, debidamente identificados, siguiendo las normas CICUAL (6). Se revisaron diariamente para detectar cambios en el comportamiento como letargia e inactividad y cambios físicos como irritación ocular, hepato o esplenomegalia, piloerección que evidenciaron la infección por T. gondii dándose así punto final al experimento y mediante eutanasia de los ratones en cámara de CO2 recolectar del exudado de éstos un mínimo 106 taquizoítos del parásito/ml.


  Extracción de ADN parasitario.


  Se realizó la extracción del ADN parasitario a partir del exudado peritoneal v/v con Clorhidrato de Guanidina, con una concentración de 1x106 parásitos/ml, con el kit PureLinkTM Genomic DNA Kits, siguiendo las instrucciones del fabricante así: Se resuspendieron 200 µl de cada una de las muestras (cepa de referencia RH de T. gondii ) en 200 µl de Solución Salina estéril, se adicionaron 20 µl de Proteinasa K a la muestra, no se adicionó RNAsa A a la muestra, porque puede producir inhibición, se mezcló suavemente con vórtex, se incubó por 2 minutos a temperatura ambiente, se adicionaron 200 µl de PureLinkTM Genomic Lysis/Binding Buffer y se mezcló suavemente con vórtex. Se incubó a 55°C por 10 minutos para promover la digestión proteica. Se adicionaron 200 µl de etanol (96-100%) al lisado. Se mezcló suavemente con vórtex por 5 segundos.


  Unión del ADN. Se tomó una columna PureLinkTM Spin Column del paquete. Se adicionó el lisado obtenido en el paso anterior. Se centrifugó la columna a 10.000 g por 3 minutos a temperatura ambiente. Se descartó el tubo colector y se transfirió la columna a un nuevo tubo colector.


  Lavado de ADN. Se adicionaron 500 µl de Buffer de Lavado 1 a la columna. Se centrifugó la columna a 10.000 g por 3 minutos a temperatura ambiente. Se descartó el tubo colector y se transfirió la columna a un nuevo tubo colector. Se adicionaron 500 µl de Buffer de Lavado 2 a la columna. Se centrifugó la columna a máxima velocidad por 3 minutos a temperatura ambiente.


  Elución del ADN. Se transfirió la columna a un tubo eppendorf estéril de 1,5 ml. Se adicionaron 100 µl de buffer de elución del kit. Se Incubó a temperatura ambiente por 2 minutos. Se centrifugó la columna a máxima velocidad por 3 minutos a temperatura ambiente. Se descartó la columna, el tubo colector es el que contiene el ADN. Se almacenó el ADN a -40°C.


  Cuantificación de ADN. Se realizó la cuantificación del ADN obtenido mediante espectrofotómetro NanoDropTM 2000 utilizando 2 μl de la muestra conservando la tensión superficial y la estática entre dos fibras ópticas sin la necesidad de utilizar diluciones.


  Optimización de la técnica de PCR.


  Se realizaron los análisis moleculares con el ADN del parásito, extraído a partir de exudado peritoneal de ratones inoculados cepa ICR-CD1.


  Se utilizaron los oligonucleótidos reportados por Costa JM y Bretagne S (7) y tomando como base las condiciones de amplificación para el gen B1 informadas por Reischi y col. (8), se optimizaron las temperaturas óptimas de hibridación (Tms) de los oligonucleótidos, el tamaño del fragmento esperado, el tiempo de desnaturalización como el de extensión, el número de ciclos y el tiempo del ciclo de extensión final.


  Determinación de la sensibilidad de la técnica de PCR para la detección del gen B1 de T. gondii.


  Se determinó la sensibilidad para la detección del gen B1 del parásito con diferentes concentraciones de ADN de la cepa RH de T. gondii. Para establecer la concentración de ADN obtenida se realizó la cuantificación por espectrofotometría con el NANODROP 2000 y a partir de esta concentración se prepararon diluciones de 1x106 parásitos/ml, 1x105 parásitos/ml, 1x104 parásitos/ml, 1x103 parásitos/ml, 1x102 parásitos/ml, 1x101 parásitos/ml, 1x100 parásitos/ml, 1x10-1 parásitos/ml; para determinar la mínima cantidad de ADN detectada por los oligonucleótidos del gen B1


  Ensayos de exclusividad de la técnica de PCR para la detección del gen B1 de T. gondii.


  Se determinó la especificidad de los oligonucleótidos mediante la amplificación de ADN de otros microorganismos como Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi y Leishmania braziliensis.


  RESULTADOS


  Luego de la extracción de ADN, se realizó la respectiva cuantificación obteniéndose una concentración promedio de ADN parasitaria de 28.5ng/ml.


  La mezcla de reacción para la amplificación del gen B1 fue optimizada así: GoTaq Hot Start Green Master Mix 1X, oligonucleótidos directo y reverso 4 pM y 5 µl ADN para un volumen final de 25 µl. Las condiciones de amplificación optimizadas para el gen B1 se encuentran en la Tabla 1.
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  La visualización del producto de amplificación, se realizó mediante una electroforesis en gel de agarosa (2%), teñido con Gel Red.


  En cuanto al Límite de detección de PCR para detección de T. gondii la mínima concentración de ADN detectada por los oligonucleótidos del gen B1, corresponde a la dilución 100, es decir a 1 taquizoíto de T. gondii. Figura 1.


  Mediante los ensayos de exclusividad de la técnica de PCR para la detección del gen B1 de T. gondii se determinó la especificidad de los oligonucleótidos mediante la amplificación de ADN obtenido de otros microorganismos como P. falciparum, T. cruzi y L. braziliensis. Al amplificar el ADN de estos organismos con los oligonucleótidos para el gen B1 bajo las mismas condiciones de amplificación no se observó ninguna reacción cruzada. Figuras 1 y 2.
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  DISCUSIÓN


  La utilidad de los métodos biológicos moleculares ha sido investigada como herramienta complementaria del manejo clínico de afecciones como la toxoplasmosis cerebral. El uso de la técnica de PCR ha sido ampliamente recomendado para amplificar y posteriormente detectar el ADN de microorganismos en una variedad de líquidos y tejidos, particularmente aquellos que son difíciles para su detección directa por la complejidad de su aislamiento a partir de cultivos (9) o por el volumen reducido de la muestra, en cuyo caso ha demostrado ser muy útil (10).


  La técnica de PCR para la detección del gen B1 de T. gondii, que se ha descrito puede ser utilizada para la confirmación diagnóstica de toxoplasmosis cerebral en muestras de sangre y LCR (11) la cual podría implementarse en los Laboratorios clínicos de Instituciones de Salud de tercer y cuarto nivel.


  A través de este trabajo se optimizaron las condiciones de una técnica de PCR que permite la detección de T. gondii. Por medio de los ensayos de límite de detección se pudo establecer que esta técnica es capaz de detectar mínimo un taquizoíto presente en la muestra examinada y mediante los ensayos de exclusión se determinó que no se presentan reacciones cruzadas con otro patógenos (como Virus Epstein Barr, Virus JC, T. cruzi o Criptococcus neoformans entre otros) (12) que producen alteraciones cerebrales en pacientes inmunosuprimidos, mostrando que el gen B1 es altamente específico para T. gondii (13).
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  ABSTRACT


  Objective: Development of a Web-based atlas for collaborative image sharing, processing and analysis of diagnostic images. Materials and Methods: Use of Web 2.0 Personalized Learning Environment tools for social learning and knowledge construction and sharing. Results: The platform allows registered users to upload, visualize, process and comment medical images in a collaborative manner. The system contains a social network module for open case discussion, a video conference and webinar module for real time case analysis, and an image visualization, annotation and processing module for image analysis. The developed open-access platform serves as a large community-created and validated free-repository of diagnostic medical images to be used for training, research as well as reference and second opinion of cases.


  Keywords:Medical Image Atlas, Image Database, DICOM, Medical Social Web.

  


  RESUMEN


  Objetivo: Desarrollo de un atlas Web para el intercambio colaborativo, procesamiento y análisis de imágenes diagnósticas. Materiales y Métodos: Uso de herramientas Web 2.0 para desarrollo de Ambientes de Aprendizaje Personalizado para el aprendizaje social y la construcción e intercambio del conocimiento. Resultados: La plataforma permite subir, visualizar, procesar y comentar las imágenes médicas de forma colaborativa. El sistema posee un módulo de red social, módulo de Webinars para análisis de casos en tiempo real, y módulo de visualización, anotación, análisis y procesamiento de imágenes. El sistema tiene usos como un gran repositorio de imágenes diagnósticas creado y validado por la comunidad médica y utilizado para la formación, la investigación, así como referencia y segunda opinión de casos.


  Palabras clave: Atlas de imágenes médicas, base de datos de imágenes, DICOM, Web social en salud

  


  INTRODUCCIÓN


  Remotely accessing and visualizing medical images through the web is being implemented for training, research and expert consultation activities in medical imaging. With a web browser, healthcare professionals can access and browse medical images from anywhere at any time, via different devices (computer, mobile device) (1), without installation and maintenance of additional client software. Remotely accessing images helps to increase the productivity of healthcare professionals and gives a more efficient solution to teleradiology and medical image data sharing systems (2). As communication and information technologies have evolved, tools and technologies for dynamically accessing and sharing knowledge over the Web have increased, allowing the development of systems adequate for ubiquitous online and offline training, collaborative research and asynchronous and synchronous case discussion for increased knowledge generation and transfer.


  With the widespread use of the Internet, the demand for accessing and visualizing medical images via the Web has increased in recent years mainly due to the success and introduction in clinical use of Telehealth applications such as Teleradiology and Teleconsultation in remote areas. Most medical imaging devices support DICOM (digital imaging and communications in medicine) format (3), which is the widely accepted standard for medical image storage and delivery among medical devices. DICOM images with different modalities (e.g. CT (computed tomography), MR (magnetic resonance), DX (digital radiography), PET-CT (positron emission tomography CT) X-ray, etc.) can be managed by a health information system. PACS (picture archiving and communication system in medicine) is the widespread system for DICOM image management and presentation within a hospital and radiology center. However, PACS systems are expensive, which limits its widespread use in low budget clinics and hospitals worldwide.


  As a result of the advances of the Web as well as information and communication technologies, multiple Web sites have emerged to allow access to medical images remotely through a Web browser (4-6), enabling users to access medical images from home and office, without specialized computer platforms or software. Some of these sites offer medical image atlas (7, 8) specialized to a clinical application such as dermatology (9), ultrasound (10-11), malaria (12) and general radiology (13, 14) where the user is not an active participant of the comments or image sharing process but merely a viewer. These sites have been developed to be used as reference sources for teaching and research (15). More recent developments have included social media image sharing (16, 17), semantic image and content based searching techniques (18-22) as well as support systems for evidence based medicine (23). Other image database applications include telemedicine (24, 25), online teaching in nursing (26, 27) and medical image analysis (28-29).


  These online medical image databases until now have supported only basic functions, such as static image display and content search. The available atlases are specific to a clinical specialty and do not combine multiple diagnostic imaging modalities. Other limitations of current systems are the lack of online processing functions which would be ideal for development and validation of new image processing algorithms.


  Our developed system provides more versatile and flexible access and manipulation of medical images. It supports a number of interactive multimedia operations, such as online drawing and annotations, online image processing, semantic content search and image display manipulation functions. Because of the ability of users to upload, comment and rate on medical images, the developed system can be augmented and enriched by the healthcare community adding knowledge creation and transfer in a social networking environment. The system uses rapid development concepts such as those based on open-source libraries which have proven effective in the development of medical imaging visualization tools (30).


  Personalized Learning Environment PLE in Healthcare


  Healthcare professionals are continuously in need of training and education. However, distance, time and cost of training in the traditional educational setting makes it costly, not dynamic and not always convenient. Fortunately, recent Web 2.0 tools can make the educational process interactive, with social network sites facilitating collaboration between people. Web 2.0 technologies and tools in the Web allow interaction between users and construction of knowledge in the social network environment. Personal learning environments (PLE) help learners take control of and manage their own learning. A Web 2.0 site with social network capabilities is expected to provide visitors with the environment to actively participate in the knowledge generation and transfer process.


  Technology-enhanced learning in healthcare education spans instructivist to constructivist approaches, as shown in the E-learning ladder diagram of Moule (26, 27). Instructivist learning theory is a teacher-centered model of learning. In constructivist theory the student constructs new and relevant knowledge through analysis of information and reference to experience and understanding. The knowledge the student constructs is pertinent and customized to his/her needs and interests. Opportunities for social learning and the construction of knowledge, where learners are active in creating their own knowledge and understanding, can be offered through Web 2.0 tools, discussion boards and other social networking sites. As shown in Figure 1, Web 2.0 tools, present a range of technologies with the potential to enhance learning and teaching, and make the educational process interactive, dynamic and collaborative at a reduced cost.


  Using Web 2.0 tools and the model of constructivist learning, which has great potential for effective online and personal learning in healthcare, the developed platform in this work incorporates PLE elements for social learning such as video conference, desktop sharing, social network, as well as image commenting and sharing tools. The goal of the developed platform is to serve as an online educational community to discuss medical cases and construct knowledge, which can lead to increased medical knowledge, evidence based medicine and ultimately, better diagnosis and healthcare service.
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  Potential uses of the medical image atlas include uses as a reference source for case discussion and second opinion, for interconsultation, for research and discovery of features and disease signatures embedded in images, and as an image database to develop and validate new image processing algorithms.


  MATERIALS AND METHODS


  System Description


  The developed web-based medical image atlas implements the following major modules: 1) User management, 2) Graphical User Interface, 3) Image and video upload and visualization, 4) Image manipulation, 5) DICOM viewer, 6) Social networking, and 7) Video conference. The web site has been developed in PHP using MySQL as the server database. Other programming technologies include JavaScript and JQuery plugins. To reduce development time and to benefit from open-source stable developments, various third party plugins have been used: A plugin for DICOM images, a plugin for video conference and a plugin for image manipulation. Figure 2 shows the system architecture for the developed medical image atlas.


  [image: ]


  The medical image Web server consists of a data layer and an application layer. The data layer supports multiple interfaces for connections to medical images. The application layer consists of five modules—online image viewer, online interactive image manipulation, DICOM viewer, social network and Videoconference.


  User Interface


  The Web-based system Graphical User Interface (GUI) is as shown in Figure 3. Images and videos are displayed in a rectangular paged array of thumbnails for easy image loading and visualization. User interface controls include a search box, command buttons to select recent images, commented images, favorites and featured images. It has a dropdown selector to display the type of image according to the diagnostic image type classification. The GUI has a command button to upload and visualize DICOM images. Additional interface icons include login, and member profile areas. A Google hangout function icon implements group videochat and desktop sharing for asynchronous communication and real time collaboration and case discussion.


  In the medical image viewer module, the visitor can search medical images using metawords such as study type and disease conditions. The system also has a semantic search module for content based searching. From the query results obtained, the selected image data set is viewed and opened using the online image manipulation module, Figure 4. The image is initially shown in thumbnail format; clicking on that initiates the display of the full-resolution image in the main display window.


  Image Manipulation Module


  The image manipulation module is based on the Aviary photo editor plugin accessible at http://www.aviary.com site. The Aviary photo editor is a freely available web plugin that implements image manipulation functions on a selected image. Functions include drawing pencil with color palette, text annotations, image resize, cropping, brightness, contrast and saturation.
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  The image module also includes various pre-defined image enhancement functions which can be used to improve the visualization and detection of image features. Platform users can view and manipulate images and compare the effect of the various image enhancement functions on the selected medical image for better feature and object visualization and analysis. Figure 4 shows the interface for the image manipulation module.


  DICOM Viewer Module


  The DICOM viewer module is implemented integrating into the platform a web plugin that allows opening, visualization and processing of DICOM medical images. The integrated plugin is a freely accessible module found at http://ivmartel.github.io/dwv/. The plugin is a simple JavaScript/HTML5 DICOM Web Viewer, which can be used on any platform that provides a modern browser (laptop, tablet, phone and even modern TVs), without the need to install any additional software.


  The DICOM viewer implements some basic processing and annotation functions on the uploaded image such as drawing, text annotation, threshold filtering, zoom/pan and scroll. It also allows viewing the DICOM image header with demographics and conditions for image acquisition. Users of the system can upload, visualize and manipulate DICOM images obtained from various medical image acquisition devices such as ultrasound, CT and MRI equipment.
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  The DICOM module supports a number of common image processing functions, including ROI operations, image smoothing and enhancement, and variable display intensity. The ROI functions include


  
    	Common rectangle, ellipse, and shape (free-hand drawing of any region) ROI drawing and calculation


    	Text annotation and labeling


    	Distance measurement, and


    	Color selecting for drawing pen or text.


    	Histogram window


    	Color transformation


    	Filter: Sharpen and Sobel

  


  The online medical videoconference module provides tools for consultations with other physicians at remote sites, or for case discussion in clinics and academic centers. It supports online discussion and desktop sharing for simultaneous image viewing and analysis. Interactive drawing and annotation on the image are displayed in real time. The online discussion chat lets physicians consult with each other, add clinical descriptions and comments, and implement healthcare training and education.


  Summary of features:


  
    	User Registration and Member Area


    	Image uploader and viewer


    	Semantic image and content based search


    	Annotation and Comments


    	Image Processing and Analysis


    	Dicom Viewer and Image Processing


    	Social Media and Image annotations


    	Webinar/Videoconference


    	Video Embed and Video Library


    	Upload and Share Slides

  


  CONCLUSIONS


  The developed Web-based interactive medical image atlas system provides efficient and flexible digital medical image data access and manipulation over the Internet, thus offering great benefits for training, research, as well as for consultation and second opinion of cases. It has the potential to become a community created reference source of diagnostic images from multiple medical imaging modalities. An example of its potential application is the expert evaluation of images acquired at remote sites in rural areas, which often lack of local specialist services.


  Future developments include the ability to run scripts and digitally process medical images for research and development of new image processing methods. Future work also includes Interactive 3D image data presentation modules and content based searching techniques, which will further enhance the medical image atlas system. A community created document library including videos, eBooks and slide presentations for training and education can be implemented in future releases.
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  RESUMEN


  Objetivo: caracterizar alteraciones de la molécula de hemoglobina en afrodescendiente entre 18 a 50 años, a través de hemograma, estudio de sangre periférico, proteína C Reactiva, ferritina sérica, receptor soluble de transferrina sRTf y electroforesis de Hemoglobina. Materiales y métodos: Esta investigación contó con un total de 56 muestras:10 hombres y 46 mujeres. Resultados: La población en estudio perteneciente al distrito de Aguablanca en la Ciudad de Cali presentó alteraciones en la cadena de hemoglobina asociada al Hemoglobina S, Hemoglobina C y posible talasemias por presencia de Hemoglobina Fetal y Hemoglobina A2 aumentadas, además de personas con deficiencias subclínicas de hierro en diferentes estadios en una baja proporción con respecto a la población general.


  Palabras clave: Afrodescendiente, hemoglobinopatías, ferropenias, anemias.

  


  ABSTRACT


  Objective: Characterize molecular alterations of hemoglobin in Afro-Colombian subjects, ranging in age from 18 to 50 years. Analyses were conducted via complete blood count, peripheral blood smear, C-Reactive Protein, serum Ferritin, Soluble Transferrin Receptor (sTfR) and electrophoresis. Materials and Methods: A total of 56 subjects were analyzed, 10 men and 46 women. Results: Subjects (from the Aguablanca District in the City of Cali) showed alterations in the hemoglobin chain associated with Hemoglobin S, Hemoglobin C and possible thalassemias due to Fetal Hemoglobin and augmented Hemoglobin A2. Additionally, a small incidence of subclinical deficiencies of iron at different stages was also detected.


  Key words: Afro-Colombian, Hemoglobinopathies, iron deficiencies, anemias.

  


  INTRODUCCIÓN


  En los últimos años en Colombia se ha incrementado la población desplazada en diferentes regiones, esto origina que el intercambio genético sea mayor y por consiguiente enfermedades como la anemia de células falciformes combinada con la anemia ferropénica se presenten en regiones que habitualmente no son de alta incidencia. (1-3).


  En Colombia, las anemias que predominan son las ferropénicas, se calcula que cerca del 30% de población afrodescendientes la padecen. Considerando las alteraciones que se puede presentar por deficiencia de hierro es importante la detección temprana de estas a fin de instaurar el tratamiento oportuno y dirigir campañas de prevención a la población por medio de educación a la comunidad (4-5).


  Las alteraciones en la cadena de hemoglobina, genéticamente sigue el curso de las leyes de Mendel, manifestándose de manera homocigoto con sintomatología característica y de manera heterocigoto presentándose en individuos portadores con rasgo asociada a otras alteraciones ( HbS, Hb C, Hb A, Talasemias) (6-8). Dichas alteraciones tienen una incidencia directa en población afrodescendiente generando un incremento en la morbi-mortalidad de este grupo poblacional


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Las muestras utilizadas correspondían a hombres y mujeres afrodescendientes, habitantes de la costa pacífica colombiana, quienes cumplían los criterios de inclusión. El proyecto fue inicialmente presentado al líder de la comunidad informando la importancia de la investigación y las condiciones para la recolección de la muestra, todos los participantes fueron voluntarios y firmaron el consentimiento informado. Un total de 56 muestras de sangre total y suero fueron recolectadas para realizar hemograma automatizado, estudio de sangre periférica y electroforesis de hemoglobina, proteína C reactiva.


  El análisis descriptivo consistió en determinar las variables según sus porcentajes; en las variables continuas se analizó la distribución aplicando la prueba de Shapiro-Wilk (para muestras menores de 100 datos), en las variables con distribución normal se presenta el promedio y la distribución estándar, y en las variables con distribución no normal se describen según la mediana (Md)y el rango inter-cuartíleo (RI).


  Todas las variables fueron convertidas a proporción usando SPSS 19.0. Todas las variables numéricas fueron categorizadas de acuerdo a los criterios clínicos.


  RESULTADOS


  El estudio involucró población afrodescendiente de la costa pacífica, habitantes de distrito de Agua Blanca de la ciudad de Cali- Colombia, 56 muestras fueron recolectadas de las cuales 10 (17.8%) correspondían a hombres y 46 (82.2 %)a mujeres.


  Presencia de anemia


  Según los valores biológicos de referencia de la OMS se encontró que el 11.1% (1/10) de los hombres y el 4.3% (2/46) de las mujeres, presentan anemia. Se observa que las mujeres presentan valores de hemoglobina menores que los hombres, como se reporta en la literatura, Tabla 1. El porcentaje de anemia se presenta mayor en la población masculina.
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  Volumen corpuscular medio VCM.


  En los hombres se encontró un 20%(2/10) y en las mujeres 4.3%(2/46) de VCM bajo, lo que indica la presencia de glóbulos rojos microcíticos, Tabla 2.
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  Proteina C Reativa (PCR)


  De la población total, el 14.3 % (8/56) son positivos para PCR, mientras el 85.7% (48/56) son negativas, esto indica que 8 de las participantes en el estudio tienen probablemente procesos inflamatorios o infecciosos, Tabla 3.
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  Ferritina


  La población masculina no presentó niveles de ferritina bajos, mientras que el 32% (15/46) mujeres presentaron valores de ferritina bajas, lo que se relaciona con depósitos de hierro disminuidos, Tabla 4.


  [image: ]


  Receptor Soluble de Transferrina sTfR


  El 10% (1/9), de la población masculina presentó sTfR elevado y el 26% (12/44) de la población femenina presentó sTfR, Tabla 5, el aumento del receptor soluble de transferrina se relaciona con necesidades de hierro para la síntesis de hemoglobina.
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  Índice de Receptor Soluble de Transferrina


  Todos los hombres presentaron un índice de receptor soluble de transferrina normal, mientras en la población femenina, el 2.2% (1/46) presentó deficiencia de hierro en estadio I, el 41.3% (19/46) deficiencia de hierro estadio II y el 8.7% (4/46) posible deficiencia de hierro sin anemia y un 47.8% (21/46) fueron normales, Tabla 6.
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  Fracciones de hemoglobina


  El 83.9 % (46/56) de la población presenta hemoglobina A, el 3.6.% (2/56), aumento en la hemoglobina A2 y hemoglobina F que se relaciona con un posible rasgo talasémico, el 10.7 % (6/56) presentan hemoglobina AS, relacionándolo con rasgo falciforme y el 1.8% (1/56), presenta hemoglobina AC, que se relaciona con rasgo hemoglobina AC.
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  DISCUSIÓN


  Durante el desarrollo del presente proyecto se encontró que en Colombia existen pocos registros sobre la incidencia de anemias debidas a alteración de la molécula de hemoglobina en comunidades afrodescendientes, por ello, este trabajo constituye un apoyo a esta población en la ciudad de Cali, permitiendo la implementación de programas en salud diseñados específicamente para la población afrodescendiente (1-9).


  En el trabajo de campo, el grupo de investigación observo que los habitantes del Distrito de Agua Blanca de la ciudad de Cali viven en la periferia de la ciudad, en zonas de invasión, en condiciones de pobreza, estos aspectos conllevan a que su calidad de vida sea precaria y sus condiciones de salubridad sean deficientes (5).


  En Colombia existen regiones con alta incidencia de población afrodescendiente, esta investigación presenta datos de cerca de un 20 % de la población de estudio con deficiencia de hierro (10-14) y alteraciones genéticas en la hemoglobina(2). Aunque los resultados demuestran rasgos falciformes, HbC y posibles talasemias, es importante informar a las entidades de salud regionales con el objetivo de establecer estrategias para la identificación temprana de estas alteraciones más teniendo en cuenta los índices de desplazamientos actuales y los costos que implica el manejo de personas homocigotas.


  La población masculina no presentó valores de ferritina bajos, mientras que el 32% (15/46) mujeres presentaron valores bajos, en cuanto a la correlación con el índice de receptor soluble de transferrina, los hombres fueron normales, mientras que en las mujeres el 2.2% (1/46) presentaron deficiencia de hierro en estadio I, el 41.3% (19/46), deficiencia de hierro en estadio II y el 8.7 % (4/46) posible deficiencia de hierro sin anemia, de las dos mujeres que presentaron anemia, una de ellas no esta asociado ni a niveles bajos de ferritina ni a alteraciones en la cadena de la hemoglobina y la otra presentó anemia en estadio II y rasgo falciforme (9,11,12)


  El 14.3% (8/56) fueron positivos para proteína C reactiva, lo que se relaciona con posibles procesos inflamatorios o infecciosos, agudos o crónicos, se sugiere hacer seguimiento para determinar las causas de la elevación de esta proteína de fase aguda.


  Al realizar el estudio por electroforesis de hemoglobina, el 83.9 % (46/56) de la población presenta Hemoglobina A, el 3.6 % (2/56) aumento de la hemoglobina A2 y hemoglobina fetal que se relaciona con un posible rasgo talasémico, el 10.7% (6/56), presentaron hemoglobina AS relacionado con rasgo falciforme, y el 1.8 % (1/56), presentó Hemoglobina AC, que se relaciona con rasgo hemoglobina AC (15).


  Los resultados del estudio fueron enviados los representantes de la comunidad en estudio, quienes se comprometieron a presentarlos a los entes respectivos de salud para hacer la intervención necesaria de acuerdo a lo reportado.
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  RESUMEN


  Objetivo: Evaluar el comportamiento de la cresta ósea marginal con la plataforma del implante como referencia, en casos de pacientes con injerto aloplástico de la casa farmacéutica Madrob®con el fin de mantener la integridad ósea como elemento fundamental en la colocación de implantes dentales. Materiales y métodos: Se llevó a cabo un estudio de tipo comparativo y prospectivo, con una muestra intencional de 30 pacientes para un total de 81 implantes con previo requisito de injerto aloplásticos en alveolos pos exodoncia y posterior implante dental. Se realizaron controles clínicos y radiográficos a los 3, 6, 9, 12, 24 y 36 meses para evaluar el comportamiento de la cresta ósea marginal. Resultados: Hay mayor aumento de pérdida ósea por mesial que por distal entre los 12 y 36 meses. Entre 24 y 36 meses, el aumento es igual por mesial que por distal y es de solo 0,05mm. Las diferencias entre tiempos son todas significativas p<0,001. El ANOVA indica que todas las varianzas son homogéneas y pequeñas entre 0,18mm y 0,22mm.
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  ABSTRACT


  Objective: This work is aimed at evaluating the response of the marginal bone crest using the implant’s platform as a reference. The study considered patients with alloplastic grafts from Madrob® to establish the role of bone integrity in locating dental implants. Materials and Methods: The benchmark and prospective studies were conducted on 30 subjects .A total of 81 alveoli alloplastic implants were analyzed post-exodontia. The response of the marginal bone crest was evaluated after 3, 6, 9, 12, 24 and 36 months via clinical and radiographic controls Results: For the period between 12 and 36 months, mesial prevailed over distal bone loss. Mesial and distal gains of about 0,05 mm were equally important for the period between 24 and 36 months. p-values less than 0,001 indicate that differences between times are all significant. The ANOVA indicates that all the variances are homogeneous and small between 0,18mm and 0,22mm.


  Key words: Hydroxyapatite, osteoconductive, bone integrity, Graft, bioceramics.

  


  INTRODUCCIÓN


  El tejido óseo contiene 33% de matriz orgánica, la cual incluye a un 28% de colágeno tipo I y 5% de proteína no colágena (osteonectina, osteocalcina, proteína morfogénetica de hueso, proteoglicano óseo y sialoproteina ósea). La matriz orgánica está impregnada por una hidroxiapatita pobremente cristalizada y deficitaria en calcio que constituye el 67% restante. Además de sus funciones relacionadas con el esqueleto de soporte, protección y reservorio de minerales, este tejido se encuentra regulado por factores hormonales, localmente por fuerzas mecánicas (incluyendo el movimiento de los dientes) y por condiciones de tipo piezoeléctrico. Aunque las cifras posteriormente indicadas sobre la composición del hueso son aproximadas, el cociente entre los componentes duros y blandos es suficiente como para asegurar un cierto grado de elasticidad. El hueso resiste a fuerzas compresivas mucho mejor que a las fuerzas tensionales. El hueso también resiste a las fuerzas aplicadas a lo largo del eje de su componente fibroso, las fracturas óseas ocurren más fácilmente como respuesta a tensiones y cortes (1-17).


  La regeneración de defectos óseos por causa de traumas directos como fracturas , secuelas oncológicas o simplemente la pérdida de la altura ósea, durante décadas se ha convertido en un reto buscando en los injertos ciertas características que respondan a cada una de las necesidades de reconstrucción del macizo facial. El material sustitutivo del hueso debe cumplir con los postulados emitidos por Scales 1953 y Ashley 1967 donde se estima que los injertos no deben ser modificados por los tejidos blandos, no pueden causar reacciones inflamatorias, ser esterilizables, no sufrir desplazamientos, ni tener características carcinógenas.


  De esta forma, se presenta como alternativa a este tipo de injertos las cerámicas tipo fosfatos de calcio como lo es la hidroxiapatita (HA) sintética biocerámica, con capacidad de unirse químicamente con el tejido óseo haciéndola bioactiva, entre sus propiedades se incluye: Cristalinidad, pureza, densidad, morfología, porosidad y microestructura, estas características fisicoquímicas y mecánicas con el tejido óseo hacen que se comporte como una estructura osteoconductiva que permite ser invadida por tejido conectivo proveniente del hueso de la periferia para posteriormente osificarse, manteniendo las características macroporosas de su origen. Su similitud con el hueso, ha permitido que se convierta en una alternativa como sustituto óseo en diferentes tratamientos en cirugía oral y maxilofacial.


  La HA sintética con fines biomédicos de la casa Madrob Farmacéutica presenta una composición de HA (calcio fosfato tribásico USP, colágeno y proteína morfogenética ósea de porcino BMP 2). Está indicada como material de relleno óseo con factor osteoconductivo. Es importante resaltar la presencia del colágeno el cuál sirve de molde para dar lugar al nuevo cristal que crecerá y se diferenciará para establecerse en las regiones más externas, las de mayor fuerza, mediante un proceso de remodelación.


  Por último se debe resaltar la importancia de las proteínas morfogenéticas óseas péptidos producidos localmente por los osteoblastos, regulados por mecanismos endocrinos. Se encuentran distribuidos a lo largo de las fibras colágenas del hueso normal, en células periostales y mesenquimales de la médula ósea, mediando los eventos celulares con capacidad de adherirse a los receptores superficiales de células blancas. Esta interacción dispara una serie de eventos celulares que pueden influenciar los diferentes procesos de proliferación y diferenciación celular, síntesis de proteínas y producción de matriz extra celular.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Población accesible y muestra


  Se llevó a cabo un estudio de tipo Observacional comparativo y prospectivo con una muestra intencional de 30 pacientes con un total de 81 implantes. Como criterios de inclusión, requisito previo de injerto aloplásticos en alveolos pos exodoncia y posterior implante dental. Y de exclusión pacientes con antecedentes clínicos de patologías óseas que puedan afectar el metabolismo óseo.


  Exodoncia


  Se tuvo en cuenta para las exodoncia una dosis previa antibiótica de 2 gramos de amoxicilina diarios un día antes y durante 4 días más para conseguir dosis plasmáticas adecuadas en el coágulo primario. Previa asepsia y antisepsia del campo operatorio, se realizó exodoncia, se decorticaron las paredes alveolares y a continuación se perforó el alveolo dental para inducir la formación de un coagulo medular. Posteriormente se hidrató el material aloplástico con solución salina fisiológica, compactando el material y dejando fluir el coágulo medular. No se sobre corrigió el defecto para permitir confrontar los tejidos, los cuales posicionaron los injertos de tejido conectivo tomados de la región anatómica del paladar, con el objetivo de confrontar los tejidos con menor fuerza tensil de las suturas y obtener un mejor selle primario.


  Evaluación


  Se realizaron controles clínicos y radiográficos a los 3, 6, 9, 12 ,24 y 36 meses. Primero se evaluó a los 3 y a los 6 meses la integridad del injerto tipo aloplásticos, posteriormente a los 6 meses se colocaron los implantes dentales, y se evaluaron durante los meses restantes controlando la restauración protésica desde los 12, 24 y 36 meses. En los controles clínicos se tuvo en cuenta, como criterio mayor, el no presentar dehiscencias ni signos de infección pos quirúrgica.


  El método de evaluación se realizó con radiografías peri apicales con películas de fosforo marca Soderex Imagin Plates, con técnica de paralelismo por medio de aditamentos de la casa Dentsplay. La dosis estimada por placa fue de 7,4 µSv donde se evaluó el comportamiento posicional de la cresta ósea marginal mesial y distal teniendo como referencia la plataforma del implante. Las mediciones fueron tomadas con un calibrador Vernier digital serie 799 con una capacidad de 0-150 mm y una resolución de 0.01 mm; se realizaron calibraciones cada 10 mediciones. Los datos se organizaron en tablas que relacionan longitud del implante, altura de la cresta mesial y distal, tipo de maxilar y datos demográficos de sexo y edad, adicionalmente, se relacionan con criterios de éxito, supervivencia, mal pronóstico y fracaso de acuerdo con lo postulado por Roos y colaboradores 1997 teniendo como referencia las variables de altura mesial y distal de la cresta ósea


  RESULTADOS


  Este estudio pretende evaluar el comportamiento de injertos aloplásticos en alveolos pos exodoncia y la consiguiente colocación de implantes dentales para estimar la ubicación dimensional de la cresta alveolar mesial y distal, teniendo como referente la plataforma del implante que presenta una superficie maquinada y modificada. Para esto se realizaron controles clínicos y radiográficos a los 3, 6, 12, 24 y 36 meses en un total 81 implantes; en la Tabla 1 se presentan los datos demográficos de la muestra de pacientes, distribución por género, que indica mayoría de mujeres en la muestra 57% y un rango de edad entre los 28 y 67 años (promedio 46.4 años) para un total de 30 pacientes.


  La cantidad de implantes por paciente es en promedio 2,6, con un rango 1 a 7 implantes, presentando un porcentaje de éxito del 90% para un total de 60 implantes distribuidos en el maxilar superior (74%) y 21 implantes en el maxilar inferior (26%). De los 81 implantes, 3 fueron catalogados como fracasos. Tabla 1.
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  En la Tabla 2 se presentan los resultados de altura del hueso crestal. Cada periodo de tiempo está relacionado de mesial a distal, donde a los 12 meses la cresta mesial presenta un promedio de 0,914±0,213 (promedio ± desviación estándar), a los 24 meses de 1,04± 0,18 y los 36 meses de 1,09± 0,18. Los resultados de la cresta distal presentaron a los 12 meses un promedio de 1± 0,22, a los 24 meses de 1,059±0,18 y a los 36 meses de 1,109± 0,188.
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  La tabla 3 presenta los resultados del análisis estadístico expresando la probabilidad de la prueba t pareada, que indica que todas las diferencias fueron significativas para un nivel de significación p < 0,001. Se muestra también la diferencia entre cada periodo tanto en mm como en porcentaje de cambio respecto al periodo de tiempo anterior.
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  En la tabla 4 se relacionan los datos con criterios de éxito, supervivencia, mal pronóstico y fracaso, estimándose como criterios mayores.
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  En Conclusión, hay mayor aumento de pérdida ósea por mesial que por distal entre los 12 y 36 meses. Entre 24 y 36 meses el aumento es igual por mesial que por distal y es de solo 0,05mm.


  Las diferencias entre tiempos son todas significativas p<0,001. El ANOVA indica que todas las varianzas son homogéneas y pequeñas entre 0,18 mm y 0,22mm. Figura 1. Los datos siguen una distribución normal y la muestra es de tamaño aceptable (n=27).
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  Resultados del control radiográfico para evaluar el comportamiento de la cresta ósea marginal de 3 meses a 36 meses, así como el control clínico de la fase final de rehabilitación oral se presentan en las Figuras 2 y 3.
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  DISCUSIÓN


  Bajo las condiciones de protocolos de colocación de implantes dentales (16), es importante tener en cuenta parámetros clínicos que evalúan el comportamiento radiográfico de la cresta ósea después de la colocación de implantes osteointegrados, todo esto representa una serie de eventos que se inician desde el mismo diagnóstico clínico, características sistémicas del paciente, seguimiento de protocolos clínicos, acto quirúrgico, compatibilidad de materiales, microambiente celular, propiedades mecánicas y tiempos adecuados de integración biológica; estas variables pueden representar el éxito o fracaso en la colocación de implantes dentales.


  Basados en estos parámetros, varios autores han propuesto un límite de 1,5mm de pérdida ósea alrededor de implantes osteointegrados exitosamente durante el primer año de carga y un límite para los siguientes años de 0,2mm (3,5-16). Recientemente el consenso del Congreso Internacional de Implantólogos orales aprobó cuatro categorías clínicas que definen las condiciones de éxito, supervivencia y fracaso de los implantes dentales, en dicho consenso, se estableció que un implante se clasifica en grupo de éxito cuando cumple las siguientes condiciones: ausencia de dolor a la palpación, percusión o función, sin movilidad clínica en cualquier dirección, ausencia de exudado y pérdida ósea marginal radiográfica menor de 2mm.


  Los implantes evaluados en este estudio y su directa relación con la cresta ósea se pueden catalogar en el grupo de éxito a los 12 meses. Los implantes con carga funcional presentaron una pérdida ósea promedio de 0,914mm por mesial y 1mm por distal. En los siguientes meses 24 y 36 la perdida promedio de la altura de la cresta ósea fue de 1mm mostrando una marcada estabilización de la anatomía peri implantar. Arismendi JA, en su estudio comparativo de implantes de superficie lisa y rugosa, resultado a 36 meses, determinó que los implantes de superficie lisa con carga funcional presentaron una pérdida ósea de 0,4mm, mientras que a los 24 y 36 meses la pérdida ósea fue de 1,5mm. Igualmente los implantes de superficie rugosa con carga funcional a los 12 meses, demostraron pérdida ósea promedio de 0,6mm. A los 24 meses dicha pérdida incremento en promedio 1,4 mm, y a los 36 meses se aumentó ligeramente a 1,5 mm en promedio.


  Chang M, Wennstrom JL (9-10) estudiaron 18 pacientes con un total 43 implantes sin ningún tipo de injerto, evaluando las alteraciones del hueso crestal y su relación con tejidos blandos durante 3 años. En los 6 meses después de la cirugía de colocación de implantes de una etapa, el margen del tejido blando retrocedió aproximadamente 0,6mm y 1,1mm sin reportes significativos, durante los meses siguientes estos mismos autores (11,12) reportan un estudio evaluado en 5 años con controles radiográficos analizando la topografía del hueso proximal en unidades de diente implante con un n=36 comparados con implante implante con un n=67 y un p<0,052. Los resultados reportados demuestran que en las unidades de diente implante la pérdida de hueso proximal era de 0,4mm y en las unidades de implante implante es de 0,5mm, demostrando una mayor pérdida ósea en el espacio de interimplantación. En el presente estudio se evaluaron 81 implantes con requisito previo de exodoncia, injerto aloplástico e implante evaluados durante 3 años donde entre 24 y 36 meses la pérdida es igual por mesial que por distal y es de solo 0,05mm. Las diferencias entre los tiempos son todas significativas con p<0,001 y comparadas entre unidades de diente implante es de 0.1mm y en implante es de 0,6mm, demostrando como se disminuye la pérdida ósea con injertos previos que asegura una mejor orientación del implante sin carga excesiva a una cortical.


  Lars Schropp (3) realizó un estudio comparando los cambios del hueso crestal después de implantes pos-exodoncia contra implantes de 3 meses después de la exodoncia, en 46 pacientes relacionados en dos grupos n=23 realizando controles clínicos y radiográficos. Los resultados demostraron una supervivencia del 91% en la implantación inmediata con una pérdida ósea de 2mm, un 96% en el grupo de 3 meses y una pérdida ósea de 1,5 mm en promedio. En el presente estudio se presentó éxito del 90% con una altura promedio de la cresta ósea de 1mm con varianzas homogéneas y pequeñas entre 0,18 y 0,22mm demostrado como injertos previos no solamente son rellenos de cavidades, sino elementos osteoconductivos que asociados a implantes colocados infracrestalmente promueven una nueva formación de hueso crestal.


  Los resultados sobre pérdida ósea ocurrida en 13 estudios que evalúan el comportamiento de implantes del sistema Branemark después del primer año de carga funcional, muestran que la disminución ósea se encuentra entre 0,4 y 1,6mm con promedio de 0,93mm. Los resultados obtenidos en esta investigación se encuentran en un promedio de 0,18mm con una pérdida ósea de 1mm donde se indica que todas las diferencias fueron significativas para un nivel de significación p< 0,001.


  El límite de adaptación biomecánica del tejido óseo marginal (8), está determinado por una gran cantidad de variables, una de ellas es la superficie de los implantes. Bajo estas condiciones, los nuevos diseños de superficie están encaminados en proporcionar una unidad de contacto biológicamente más funcional que permite una adecuada comunicación intercelular capaz de soportan fuerzas de tipo funcional de una manera eficiente.


  Por otra parte, Young (2) estudió las propiedades de nanotubos sobre superficies micro estructuradas de titanio en fémur de conejos, demostrando considerables aumentos en la óseo integración. Revisiones posteriores (1,2-6,13-14) sobre nanoestructuras de superficies de implantes, correlacionan la función estructural de las superficies implantares y el hueso nativo prestando gran importancia a la adherencia de los osteoblastos a las superficies de los implantes (7). En este estudio, se utilizaron implantes con superficies tratadas las cuales proporcionan unidades amplias de contacto celular favoreciendo la oseointegración y mejorando el límite de adaptación biomecánica que desde un punto clínico y radiográfico, están enmarcados en la pérdida ósea crestal y su directa relación con los tejidos blandos.


  CONCLUSIÓN


  El biomaterial evaluado de composición hidroxiapatita, colágeno y proteína morfogenéticas porcina demostró un comportamiento satisfactorio como material de relleno óseo y contribuye a la conservación de la masa ósea en los defectos tratados, lográndose integridad y estabilidad de los implantes estudiados ; sin presentar reacciones adversas en ninguno de los casos estudiados


  Como consenso final los parámetros que influyen en el éxito final en cuanto a la remodelación ósea y la formación de hueso nuevo.


  Condiciones del sitio quirúrgico. Microambiente celular, vascularización del lecho quirúrgico, integridad de los colgajos, médula / disponibilidad de células, integridad del coágulo medular, carga cíclica /compresión axial, estabilidad, tamaño del defecto, destrucción de los tejidos blandos, infección local


  Técnica Quirúrgica. Preparación del lecho para injerto, control local de la infección, colocación correcta, estabilidad del injerto, carga mecánica.


  Variables del paciente. Edad, estado nutricional, antecedentes sistémicos, factores de riesgo fumador, enfermedad periodontal, afección de glándulas salivares, terapias, radiación, medicación, características oclusales, respirador oral, antecedentes psicológicos.


  Injerto. Biocompatibilidad, tamaño de poro adecuado, superficie de contacto con el lecho quirúrgico, volumen adecuado, interfase injerto huésped, capacidad osteoconductiva, capacidad osteoinductiva, presencia de células viables, facilidad de uso.
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  RESUMEN


  Objetivo: Identificar la actividad solubilizadora de fosfato de cepas del género Bacillus, como alternativa al mejoramiento del suelo para la producción agrícola.Materiales y métodos: Se utilizaron 11 cepas del género Bacillus recolectadas de rizósferas de plantas y de chimeneas de asaderos de pollo para el estudio y 2 como control negativo, conservadas a -70°C y reactivadas para la identificación de la actividad solubilizadora de fosfato. Resultados: La solubilización de fosfato se evidenció en las 11 cepas del estudio. Los índices de solubilidad fueron diferentes para cada cepa en estudio.


  Palabras clave: Bacillus, solubilización de fosfato, suelo, agar Pikovskaya.

  


  ABSTRACT


  Objective: Identify phosphate solubilizing activity of strains of the genus Bacillus, as an alternative to improving soil for agricultural production. Materials and methods: For the study, 11 strains of the genus Bacillus were collected from rhizosphere of plants and fireplaces of broiler chicken producers. Two strains were used as negative control, and stored at -70C prior to reactivation for identifying phosphate solubilizing activity. Results: 11 strains showed Phosphate solubilizing abilities. Each strain studied exhibited different solubility rates.


  Key words: Bacillus, phosphate solubilization, soil, Pikovskaya agar

  


  INTRODUCCIÓN


  Los objetivos del milenio son claros en cuanto reflejan en su integralidad las necesidades más apremiantes para el planeta y sus pobladores, 2 de los cuales orientaron este trabajo; (i) el objetivo número 1 que plantea erradicar el hambre como meta alcanzable al 2015, ya que se calcula que existen 842 millones de personas desnutridas en el mundo, (ii) el objetivo 7 que propone garantizar la sostenibilidad del medio ambiente y reducir la pérdida de la diversidad biológica, entre otros.


  El suelo como ecosistema es un complejo natural donde se desarrollan la mayor parte de los ciclos vitales microbianos, además es una fuente de nutrientes que contiene elementos como el potasio, calcio, magnesio, nitrógeno, y el fósforo, siendo este último uno de los elementos necesarios para el desarrollo vegetal. Sin embargo, dicho nutriente se encuentra en baja disponibilidad debido a que su movilidad en el suelo es restringida, de tal forma que la planta absorbe el elemento de su entorno en mínimas cantidades (1, 2).


  Por ello los agricultores utilizan fertilizantes químicos que suplen las necesidades nutricionales de las plantas y promueven el crecimiento vegetal; sin embargo, este tipo de agroquímicos se acumula como sales y daña el ecosistema del suelo evitando el intercambio catiónico lo cual contribuye con el deterioro de la calidad del mismo. En consecuencia la degradación del ecosistema que se genera, disminuye la producción agrícola, con productos de baja calidad (2,3).


  Colombia es un país rico en diversidad agrícola, gracias a que en su geografía cuenta con variedad de pisos térmicos, entre los principales cultivos están: algodón, cebada, soya, trigo, arroz, maíz amarillo, maíz blanco, papa, sorgo, arveja, haba, zanahoria, banano y café (9), los cuales necesitan de fósforo para el crecimiento y desarrollo óptimo de los frutos ya que su función en la planta no puede ser sustituido por otro elemento; y por esto se clasifica dentro de los nutrientes primarios (4).


  Los alimentos con mayor exportación a nivel mundial son el café y el banano.”En cuanto a variaciones entre el año 2001 y 2008 estudios realizados por Proexport demuestran un crecimiento constante en las exportaciones que oscila entre el 3 % y el 30 % lo que es una excelente perspectiva para la economía del país”, sin embargo para alcanzar dichas cifras se utiliza una cantidad considerable de fertilizantes químicos (5).


  Según las estadísticas del instituto Colombiano agropecuario (ICA), entre los años 2008-2010, en Colombia se importaron un total de 2.749.373.438 Kg/fertilizantes y 173.218.962 Kg/ fertilizantes de fosfato para apoyar la producción agrícola. En el año 2013 según información del portal www.dataexim.com, llegaron al país casi 1,4 millones de toneladas de fertilizantes básicos que incluyen úrea, fosfato y potasio, importados principalmente de Alemania, Rusia, Canadá, China, Estados Unidos, Venezuela y México. Los precios en Colombia de estos fertilizantes en puerta de fábrica superan entre el 30 y 50% el precio mundial.


  Los reportes indican que hay un alto empleo de fertilizantes en suelos y como consecuencia se genera un gasto representativo para la economía que en muchos de los casos no es recuperado con la cosecha. En el caso de la producción de arroz, algodón, papa y maíz blanco, por ejemplo, los precios de los fertilizantes representan entre el 20 y el 30% de sus costos. Por el lado del café, el cacao, la palma y la caña panelera, van desde el 15 hasta el 30%. (6).


  Realizar un uso adecuado de los fertilizantes químicos es importante para una agricultura sostenible, el mal uso de los mismos puede llevar a cabo procesos de eutrofización que conlleva a un aumento excesivo de nutrimentos como P, K, N que pueden provocar antagonismo con otros nutrientes debilitando las plantas, esto en consecuencia puede producir carencias en el organismo humano por el aporte nutricional y perdida de la biodiversidad a nivel ambiental (7).


  La movilidad del fósforo en el suelo es limitada, tan solo del 0.1 % - 0.4% del fósforo natural está disponible (8), por esta razón cuando el nutriente se adiciona como fertilizante se debe localizar donde a las raíces se les facilite su absorción, pero la aplicación constante de estos agroquímicos eleva la capacidad de retención de fósforo dejando en el suelo aproximadamente un porcentaje del 91% de residualidad (9).


  Mediante la biotecnología se han propuesto alternativas con el fin de reemplazar los productos químicos. Una de estas son los biofertilizantes que mejoran el rendimiento de los cultivos, favoreciendo el crecimiento de productos sanos, más resistentes a las plagas, saludables y fáciles de aplicar además, poseen una serie de propiedades físicas, químicas y biológicas que son apropiadas para el mantenimiento de la fertilidad del suelo, lo cual implica incremento en la productividad, esta es la llamada agricultura conservativa.


  La producción de estos fertilizantes biológicos se sustenta en los metabolismos microbiológicos, como es el caso del potencial de algunas bacterias que actúan como mediadoras al liberar el ion fosfato soluble para la planta y de esta forma facilitan la absorción de éste elemento. Estas bacterias además actúan en múltiples funciones vitales, como realizar el control de fitopatógenos y recuperar la estructura de la rizósfera, lo que se constituye en aspectos de gran interés para la producción agropecuaria. Entre los géneros de bacterias descritas que poseen la capacidad de solubilizar el fosfato están: Bacillus sp, Stenotrophomonas, Burkholderia, Pseudomonas sp, Rhizobium sp, Vibrio proteolyticus, Enterobacter aerogenes y Streptomyces, entre otros (10).


  El grupo de investigación Ceparium vio la necesidad de realizar el presente estudio con el objetivo de identificar las cepas del género Bacillus con potencial solubilizador de fosfato, con el fin de continuar con estudios posteriores que permitan comprobar si pueden ser aplicados en formulaciones industriales para obtener productos biológicos óptimos que permitan mejorar la producción de alimentos dentro del esquema de una agricultura conservativa.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Fase I: Descongelación y activación de las cepas seleccionadas pertenecientes al género Bacillus que presenten las mejores condiciones de viabilidad y pureza en los medios básicos.


  Los microorganismos del estudio fueron aislados a partir de rizósferas de diferentes plantas, tomando porciones del suelo adherido a la raíz el cual fue desprendido y disgregado manualmente hasta completar 15 gramos, de los cuales se tomó un gramo y se agregó a caldo BHI como preenriquecimiento, se incubó por 18 horas a 24°C, procedimiento que se realizó por duplicado. Luego se realizó siembra en los medios primarios agar sangre, agar Mac Conkey y agar BHI, tomando una asada a partir del crecimiento en el medio líquido con asa redonda de 100 microlitros, por la técnica de agotamiento para obtener colonias aisladas de las bacterias cultivables. Una vez se obtuvieron los cultivos se procedió a realizar coloración de Gram y los aislamientos secundarios de acuerdo con las características micro y macroscópicas de las colonias, para finalizar con la identificación mediante pruebas bioquímicas. En el caso de la muestra de chimeneas se tomó muestra de las trampas con escobillón estéril humedecido con solución salina estéril y se procedió de igual manera. Los microorganismos identificados fueron congelados en caldo BHI con glicerol al 10% a - 70°C, para posteriores estudios y conservar las características genotípicas y fenotípicas de cada uno. Las cepas seleccionadas para el estudio correspondieron al género Bacillus, para un total de 13 cepas provenientes de diferentes ambientes, como se muestra a continuación:
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  Descongelación


  La descongelación de las cepas, se realizó siguiendo el protocolo descrito por Sánchez y Corrales (15).
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  Viabilidad y Pureza


  Características macroscópicas


  La viabilidad se evaluó mediante el crecimiento de las UFC en los medios de cultivo agar BHI y agar sangre en los cuales se observó color, textura, tamaño, forma y hemólisis.


  Características microscópicas


  Mediante coloración de Gram, se verificó la morfología y se descartó contaminación en el cultivo.


  Diferenciación en medio cromogénico e Identificación Bioquímica


  A partir del crecimiento en los medios primarios de los Bacillus se sembró en el medio Hi Chrome Bacillus, se incubó por 24 horas a 37°C, con el fin de diferenciar las especies por el color expresado en las colonias como resultado de las reacciones enzimáticas específicas de especie. El medio contiene en gramos / litro: Digerido péptico de tejido animal 10.0, extracto de carne 1.0, D-manitol 10.0, cloruro de sodio 10.0, mezcla cromogénica 3.20, rojo de fenol 0.025 y agar 15.0; con un pH final de 7.1 ± 0.2, si se quiere mayor selectividad en el medio se agrega polimixina B.


  Principio e interpretación del medio


  El medio Hi Chrome Bacillus Agar, se basa en la formulación de PAI formulado por Mossel en 1963, para la diferenciación de Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis. El digerido péptico de tejido animal y el extracto de carne proporcionan los compuestos nitrogenados que requiere el microorganismo para su nutrición, el manitol sirve como el hidrato de carbono fermentable, detectado por el rojo fenol.


  [image: ]


  De igual forma se realizó la identificación bioquímica mediante el sistema BBL CRYSTAL para Gram positivos, según el protocolo estandarizado, con el fin de confirmar las especies. Este sistema es un método de identificación en miniatura que utiliza substratos convencionales, fluorogénicos y cromogénicos modificados. Los procedimientos de análisis usados en los sistemas BBL Crystal ID, son modificaciones de métodos clásicos, incluyendo pruebas para la fermentación, la oxidación, la degradación y la hidrólisis de diferentes substratos. La hidrólisis enzimática de los substratos fluorogénicos que contienen derivados cumarínicos del 4-metil-umbeliferona (4MU) o del 7-amino-4-metilcumarín (7-AMC) resulta en un aumento de la fluorescencia que se detecta fácilmente a simple vista con una lámpara de luz ultravioleta. Los substratos cromogénicos, después de ser hidrolizados, producen cambios de color que pueden detectarse visualmente.


  Fase II: Capacidad solubilizadora de fosfatos de las bacterias nativas en el medio de cultivo selectivo Pikovskaya.


  El medio Pikovskaya contiene en gramos / litro: glucosa 10.0, Ca3(PO4)2 fosfato de calcio 5.0, (NH4)2SO4 sulfato de amonio 5.0, KCl cloruro de potasio 0.2, MgSO4·7H2O sulfato de magnesio 0.1, MnSO4·2H2O sulfato de manganeso 0.0001, FeSO4 sulfato ferroso 0.0001, extracto de levadura 0.5 y agar 15.0.


  El extracto de levadura y las diferentes sales proporcionan nitrógeno y otros nutrientes necesarios para el crecimiento bacteriano, la dextrosa es fuente de energía. Las bacterias solubilizadoras de fosfato crecen en este medio y forman una zona clara alrededor de la colonia, debido a la solubilización de fosfato mediada por enzimas bacterianas como las fosfatasas, que catalizan la hidrólisis de esteres y anhídridos del ácido fosfórico. Estas fosfatasas se clasifican de acuerdo con el tipo de enlace y compuestos sobre los que actúan en: fosfatasas que actúan sobre enlaces de tipo ester que se dividen en monoesterfosfato hidrolasa, diesterfosfato hidrolasas, trifosfato monoester hidrolasas, difosfato monoester hidrolasas y triesterfosfato hidrolasas (16).


  La presencia de ácidos orgánicos como el oxálico permiten la acidificación del medio y facilitan el proceso de absorción a las bacterias que son capaces de convertir el fosfato tricálcico Ca3(PO4)2 en fosfato di y monobásicos con la producción de halos de solubilización en el medio.
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  Las 11 cepas seleccionadas y los 2 controles fueron sembradas inicialmente por agotamiento en el agar Pikovskaya, se incubó por 24 horas a 37°C. Se considera positivo para la solubilización de fosfato cuando el indicador púrpura de bromocresol vira en el medio de morado a amarillo. Una vez comprobado el crecimiento y cambio en el color del medio de cultivo se procedió a sembrar por duplicado y por la técnica de botón con asa calibrada en el medio Pikovskaya para evidenciar la formación del halo de solubilización (halo claro alrededor de las UFC). Se realizó lectura a las 24 y 48 horas para observar cambios en el tamaño del halo de solubilización y se realizaron los respectivos cálculos aplicando la formula descrita a continuación para hallar el índice.
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  En la figura 1 se presenta el procedimiento.
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  RESULTADOS


  FASE I: Descongelación, activación e identificación fenotípica de las cepas


  Características macroscópicas


  En los medios primarios (Agar BHI, agar sangre y caldo BHI) se obtuvo crecimiento de colonias cremosas, blanquecinas, grandes y uniformes. Las cepas presentaron hemólisis variables (γ y β) (Figura 2).
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  Características microscópicas


  En la coloración de Gram, se observaron bacilos Gram positivos esporulados.
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  Diferenciación de especies del género Bacillus en medio cromogénico


  Con este aislamiento se obtuvo la primera identificación presuntiva.
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  Verificación con BBL CRYSTALTM


  Los resultados obtenidos de la lectura del BBL CRYSTAL TM,Tabla 2,son los siguientes:
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  FASE II: Capacidad solubilizadora de fosfatos del género Bacillus en el medio Pikovskaya
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  Formación de halos de solubilización


  En las figuras 6 y 7 se presentan los resultados obtenidos en el medio Pikovskaya donde se evidencian los halos de solubilización para las cepas de estudio.
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  En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos a las 24 y 48 horas de incubación tomando el promedio de las lecturas en milímetros obtenida en los dos montajes.
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  El índice de solubilización (IS) de cada cepa se presenta en la Tabla 4.
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  El índice de solubilización (IS) de cada cepa se presenta en la Tabla 5.
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  Comparación de los índices de solubilización


  En la figura 8 se observan los índices de solubilización de las 11 cepas seleccionadas para el estudio y los 2 controles negativos, en donde se puede evidenciar que hay comportamientos diferentes para cada una de ellas.
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  Análisis estadístico


  En el diseño experimental del estudio se utilizaron 11 cepas del género Bacillus para la identificación de la actividad solubilizadora de fosfato y 2 controles negativos, el índice de solubilización se determinó luego de medir el halo formado por las colonias como se describe en la tabla 4. Para determinar que especie del género Bacillus tuvo mayor actividad se realizó la gráfica de barras comparando las 11 especies y el índice de solubilización, la correlación entre el tiempo de incubación y el mayor índice se representa en la figura 7, demostrando que la diferencia en cuanto a la relación de tiempo en incubación fue de 0.5 a 2 mm de diámetro.


  DISCUSIÓN


  La Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO) nombró el 2014 como el año internacional de la agricultura familiar por la importancia de esta actividad a nivel mundial y de la cual muchas familias dependen para sobrevivir (17).


  El uso apropiado de prácticas agrícolas, protege la biodiversidad, la seguridad alimentaria, el desarrollo sostenible de los recursos naturales y con ello concientizar a los países desarrollados y en vía de desarrollo de buenas prácticas que contribuyen a mejorar la calidad de vida de los habitantes y erradicar la pobreza extrema y el hambre y por lo tanto un mayor acceso a alimentos de calidad (17).


  En el ecosistema del suelo existe diversidad de bacterias solubilizadoras de fosfato con distintas morfologías Gram positivas o Gram negativas, capaces de intervenir en el ciclo del fósforo transformando este elemento en un compuesto soluble para las plantas. éstos se encuentran principalmente en suelo con una alta cantidad de materia orgánica y realizan el proceso de solubilización mediante la producción de enzimas como fosfatasas, fitasas o ácidos orgánicos (18).


  En la fase I del estudio se comprobó la viabilidad y se descartó contaminación en las cepas de Bacillus, recolectadas de diferentes microambientes ycongeladas a -70°C. El proceso inició con la reactivación, para la viabilidad se utilizaron los medios primarios agar sangre y agar caldo Infusión cerebro corazón (BHI), con la obtención crecimiento bacteriano abundante, y colonias que presentaron características propias del género. A nivel microscópico se observaron bacilos Gram positivos esporulados y se procedió a la identificación macroscópica de especies en el medio Hi Chrom Bacillus, para finalmente ser confirmadas por pruebas bioquímicas con el BBL CrystalTM para Gram positivos, lo que permitió comprobar que las cepas de Bacillus del estudio coincidían con las identificaciones realizadas en los trabajos previos de donde se aislaron estas bacterias (11, 12, 13,14).


  Los resultados obtenidos permitieron evidenciar que las características propias de las cepas pertenecientes a Bacillus se mantuvieron durante el proceso y tiempo de congelación. Esta conservación puede deberse a una característica sobresaliente de esta especie como lo es la posibilidad de formar esporas frente a condiciones ambientales extremas, permitiéndoles permanecer viables por largos periodos de tiempo (19).


  En la fase II se identificó el potencial solubilizador de fosfato de las cepas en el medio Pikovskaya (fosfato tricálcico) mediante la aplicación de protocolos utilizados en estudios previos como los de Chen Y.P, Rekha P et al y en el trabajo de Usha Seshachala et al en 2012 (20, 21).


  El presente estudio determina la función solubilizadora de fosfato de forma cualitativa por observación de la formación del halo en el medio y su capacidad solubilizadora mediante la medición del mismo. La relación del halo y el índice de solubilización nos indica procesos de producción de fosfatasas, fitasas y ácidos orgánicos, así como la acidificación del medio dada por la disminución del pH (22).


  Al determinar los índices de solubilización para cada una de las especies bacterianas, se evaluó la relación del tamaño de la colonia y el tamaño del halo de solubilización en mm. Se calculó el diámetro de la colonia y del halo formado alrededor del inoculo mediante la fórmula: Diámetro de la colonia + Diámetro del halo de solubilización / Diámetro de la colonia, lo que indica el radio de acción de la bacteria sobre el fosfato tricalcico, expresado en mm, en relación al tamaño de la colonia (23).


  La formación del halo transparente que se observa alrededor de las colonias ocurre en la medida que sucede la solubilización, lo que establece un indicador de la actividad solubilizadora de fosfato por las bacterias (23).


  La solubilización de fosfato se evidenció en las 11 cepas del estudio, obteniendo la acidificación del medio el cual es inversamente proporcional a la cantidad de fósforo según Pablo álvarez Figueroa y Sady García Bendezú (24), por lo tanto se puede concluir que el 90 % de las cepas son capaces de solubilizar el fósforo insoluble a partir de fosfato tricálcico.


  Las especies del género Bacillus demostraron capacidad solubilizadora de fosfatos, con diferentes tamaños de halo, en la prueba de siembra en botón en el medio Pikovskaya, similares a los reportados por Gupta (2007), quienes reportan haber obtenido halos entre 14 y 41 mm (25).


  Las 11 cepas del estudio no mostraron cambios significativos en el índice de solubilización en el medio Pikovskaya durante las 24 y 48 horas de incubación, cabe destacar que el ensayo se realizó por duplicado, durante la fase logarítmica de las bacterias, obteniendo halos de máximo 18 mm a las 24 horas y 20 mm a las 48 horas en el caso de Bacillus brevis. El rango promedio para las cepas que presentaron los índices más bajos, oscilo entre 2 y 3 mm y se pueden clasificar como potenciales solubilizadoras de fosfato ya que presentan un resultado igual o mayor que otras bacterias también consideradas solubilizadoras de fosfato en medio sólido como Pantoea sp y Pseudomonas sp, las cuales demostraron esta función en un mayor tiempo de incubación, tal como lo describen Jorge Cordero et al y Shekhar Nautiyal en sus investigaciones (19, 26).


  Las cepas correspondientes a Bacillus sphaericus nativo y B. sphaericus ATCC correspondieron a controles negativos, por lo tanto no formaron halo de solubilización. El mayor halo de solubilización lo obtuvo B. brevis (20 mm) seguido de B. pumilus (15mm) y B. licheniformis (12mm) este último fue reportado por Berto Tejera Hernández et al como solubilizador de fosfato en cultivos de arroz (27).


  Bacillus subtilis presento un menor halo e índice de solubilización respecto a las bacterias ya mencionadas, sin embargo, en el trabajo realizado por Usha Seshachala et al demostró capacidad para solubilizar otras formas de fosfato: fosfato de roca (RP), fosfato tricálcico (TCP) y fosfato di hidrógeno de potasio (KHP) (21).


  La ausencia o halos de solubilización pequeños en el medio de cultivo Pikovskaya no indica necesariamente que el microorganismo no posee la función; los sitios de aislamiento y el ambiente donde se encuentran las bacterias también influye en su capacidad solubilizadora, ya que existen mecanismos inductores o de represión genética reguladas por la disponibilidad de fósforo, es decir los genes se expresan de acuerdo a las condiciones en las que el organismo se encuentre, lo que demuestra que a pesar que todos los microorganismos aislados comparten características genéticas y se encuentren en las mismas condiciones nutricionales en el estudio, son independientes en cuanto a su actividad solubilizadora de fosfato (28, 29), como es el caso del B. subtilis que proviene de chimeneas de restaurantes de pollo, en contraste con las bacterias que presentaron mayor índice de solubilización como fueron B. brevis, B. licheniformis y B. pumilus que provienen de las rizósfera de diferentes cultivos y estuvieron en contacto con los nutrientes disponibles en el suelo.


  Por lo tanto con éste método es posible observar la presencia o ausencia de la actividad solubilizadora de fosfato, pero no es un prueba que confirme si realmente los microorganismos en estudio no tienen dicha capacidad, para esto es necesario comprobar esta función en medios líquidos ya que también se ha demostrado que no todos los microorganismos tienen la capacidad de solubilizar fosfatos en medio sólido (19, 30).


  De acuerdo con los resultados B. brevis y B. pumilus presentan los mejores resultados en ambas mediciones y se constituyen como cepas prometedoras y eficientes para realizar el proceso de solubilización de fosfato. Existen escasos reportes sobre estas dos especies como bacterias promotoras de crecimiento vegetal, sin embargo el presente estudio demuestra que dentro del género Bacillus son las especies que más se destacaron e interesan para el desarrollo de investigaciones acerca de su relación con ésta y otras funciones.


  Optar por alternativas como los biofertilizantes constituye un aprovechamiento de los microorganismos como Bacillus sp, un género que se caracteriza por ser un excelente solubilizador de fosfato y ofrece mejorar la disponibilidad de nutrientes en los microambientes, máxime cuando el fósforo es considerado un elemento limitado en la agricultura y que es necesario para optimizar e incrementar la producción en los cultivos vegetales (31).
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  RESUMEN


  Objetivo: Determinar la presencia de bacterias patógenas para el humano en aguas de riego en la cuenca alta de la sabana de Bogotá, Colombia. Materiales y métodos: Se recolectaron 21 muestras en 8 municipios, 8 fueron seleccionadas de forma aleatoria para la determinación de coliformes totales mediante filtración por membrana, número más probable (NMP) para coliformes fecales, aislamiento en medios selectivos e identificación bioquímica con el sistema BD-BBL CRYSTAL. Resultados: Se encontró contaminación fecal directa y/o difusa en el 41.7% de muestras y en el 58.3% restante flora normal acuático-terrestre. El porcentaje de E.coli hallado y el recuento de coliformes totales indican que el agua analizada no es apta para el uso agrícola y representa riesgo para la salud


  Palabras clave:Síndromes de Usher, trastornos sordoceguera, pérdida auditiva sensorineural, retinitis pigmentosa, mutación, genética.

  


  ABSTRACT


  Objective: To determine the presence of bacterial human pathogens in irrigation water of the savannah of Bogota high watershed. Materials and methods: Samples were collected from 8 municipalities, 8 of which were randomly selected for a number of tests including detection of total coliforms via filtration membrane, Most Probable Number (MPN) for fecal coliforms; isolation on selective media and biochemical identification using the BD-BBL CRYSTAL system. Results: Direct or diffuse fecal contamination approached 41.7% of selected samples while aquatic-terrestrial normal flora the remaining 58.3%. According to the percentage of E.coli and count of total coliforms, the analyzed water is not suitable for agricultural use and represents a risk for human health.


  Key words:Usher Syndromes, Deaf-Blind Disorders, Sensorineural Hearing Loss, Retinitis Pigmentosa, Mutation, Genetics.

  


  INTRODUCCIÓN


  La sabana de Bogotá, D.C. Colombia, basa su economía principalmente en industrias químicas y curtiembres como es el caso de Villapinzón, así como en la agricultura. Las dos primeras generan gran cantidad de contaminación de afluentes del río Bogotá, que directa o indirectamente pueden llegar a ser utilizadas en la agricultura al abastecer sus sistemas de irrigación (1). Este uso puede implicar un riesgo para la salud de los agricultores y consumidores, riesgo que se incrementa por el desconocimiento de los agricultores sobre el manejo de las buenas prácticas agrícolas.

  El uso correcto y responsable de aguas residuales en sistemas de riego puede tener beneficios como: el ahorro en el costo de los recursos hídricos, el acrecimiento de la producción y el aumento en las oportunidades económicas: Sin embargo, se debe considerar que el uso de este recurso puede acarrear problemas de salubridad relacionadas con la carga contaminante de origen químico, físico y/o microbiológico.


  L. Castro-Espinoza et al (2) afirma que la rápida urbanización incrementa los volúmenes de aguas residuales que se desechan, estas aguas representan una alternativa de bajo costo en la irrigación convencional de cultivos; dan soporte para la sobrevivencia y genera considerable valor agregado a la agricultura en las áreas peri-urbanas a pesar de los riesgos para la salud y para el medio ambiente asociados a esta práctica.


  En Colombia una de las estructuras físico-naturales más intervenidas y fragmentadas por las acciones humanas es, sin ninguna duda, la Sabana de Bogotá, D.C.(1). El río Bogotá es la principal fuente hídrica de la Sabana de Bogotá, D.C. y el receptor de los aportes domésticos de los habitantes de Bogotá, D.C y los municipios de la Sabana. El 90% de la carga contaminante del río llega a través de los ríos Salitre o Juan Amarillo, Fucha y Tunjuelo. Un 30% de este caudal proviene de la cuenca del Salitre, un 39% del Fucha y un 21% del Tunjuelo, estando compuesto el 10% restante por los aportes combinados de las subcuencas de Torca, Conejera, Jaboque, Tintal y Soacha (3). De acuerdo con el estudio realizado por Campos Pinilla et al(4), se observa que la contaminación de origen doméstico genera un alto riesgo a nivel sanitario, debido a las altas concentraciones de microorganismos de origen fecal que se pueden encontrar.


  De acuerdo con estudios realizados por el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, el río Bogotá D.C., es una de las fuentes de agua más empleadas con fines agrícolas en la Sabana de Bogotá, D.C., además está caracterizada por la elevada presencia de contaminantes (5).


  De igual forma los estudios realizados por L. Castro-Espinoza et al (2), han demostrado la capacidad de estas aguas residuales para dispersar inóculos capaces de transmitir enfermedades que van a parar en los cultivos agrícolas, siendo este un riesgo para la salud pública. Cuando se utilizan aguas residuales domésticas el problema por lo general es más de índole microbiológico (1). La calidad microbiológica de las aguas residuales suele ser medida por la concentración de dos principales indicadores; los coliformes fecales y los huevos de nematodos (6, 7).


  No obstante el documento sobre reutilización de aguas residuales menciona que los criterios más importantes para establecer la calidad del agua se refiere sobre todo al contenido microbiológico ya que la presencia de ciertas bacterias y virus puede plantear problemas higiénico-sanitarios y la transmisión de enfermedades infectocontagiosas (8).


  Por tal razón es importante determinar la presencia o ausencia de microrganismos patógenos en las aguas utilizadas en la sabana de Bogotá, D.C y obtener información sobre cuáles de los agentes microbianos presentes son capaces de producir enfermedad, así como establecer la situación actual de los índices biológicos de contaminación.


  Este estudio permitió evaluar el cumplimiento del Decreto 1594 de 1984 que establece los criterios admisibles para el agua de uso agrícola y que establece que: "El Número más probable NMP de coliformes totales no deberá exceder de 5.000 cuando se use el recurso para riego de frutas que se consuman sin quitar la cáscara y para hortalizas de tallo corto” (9).


  Los trabajos relacionados con aguas de riego realizados en el país han sido dirigidos a garantizar y cumplir las normas establecidas por el ICA e ICONTEC para recuento de patógenos humanos, coliformes, Salmonella y Shigella (10), lo que permite inferir que ninguno de estos estudios han sido destinados a prevenir enfermedades derivadas de la ocupación de los agricultores y sus familias (11).


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Muestreo


  La toma de muestra se realizó en ocho (8) municipios de la cuenca alta de la Sabana de Bogotá, D.C. de los cuales se seleccionaron y muestrearon 21 fincas, esta toma se efectuó en los puntos de entrada y salida de agua de los sistemas de riego, a su vez fueron escogidas al azar 8 de estas muestras para el estudio, una por cada municipio.


  Las muestras que provenian de pozo profundo, laguna, estanque etc. fueron tomadas a una profundidad de 50 cm aproximadamente (12).


  Métodos


  El proceso de investigación se llevó a cabo en dos etapas, en la primera se realizó un reconocimiento geográfico de la zona y una actividad de sensibilización y consentimiento de los productores acerca del proceso investigativo, en esta se abordaron temas sobre el efecto que puede tener el agua contaminada sobre los cultivos, los trabajadores y consumidores, objeto de interés de este trabajo de investigación.


  La segunda etapa incluyó la selección, toma, transporte y procesamiento de las muestras. En esta se consideraron aspectos como: temperatura de transporte (4°C), tiempo de transporte (no mayor de 3 horas) para evitar la alteración de la carga de microorganismos bacterianos; volumen y condiciones de toma de muestra (5 litros en recipiente estéril) y finalmente los medios para la siembra, aislamiento e identificación (12).


  Las muestras fueron procesadas en los laboratorios de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, las técnicas utilizadas fueron: Número Más Probable de coliformes fecales, filtración por membrana para coliformes totales, aislamiento en medios selectivos e identificación bacteriana por el método BD BBL CRYSTAL.


  Procesamiento y cultivo de las muestras


  El aislamiento primario se realizó en agua peptonada al 0.1% y se incubo a 37°C durante 24 horas, la presencia de turbidez se tomó como resultado positivo. Como control se decidió tomar una muestra de agua del rio Bogotá, para tenerlo como punto de referencia y correlacionar sus resultados con los obtenidos a partir de las aguas de riego. De igual forma se sembró E. coli ATCC, como control de viabilidad de los medios utilizados.


  A cada muestra positiva se le realizaron las siguientes pruebas:


  Siembra: se realizó en tubos de 16x150 mm3 con agua peptona al 1.0%, posterior incubación a 35°C durante 12-24 horas, para favorecer el crecimiento de coliformes totales. Para el cultivo de coliformes fecales se sembró en tubos de 16x150 mm3 con caldo bilis verde brillante al 2%, con posterior incubación de 24-48 horas a 45°C para la determinación del Número Más Probable.


  Para este proyecto el resultado se da por rango de > ó < de 5.000 NMP/ 100 ml de muestra y así evaluar el cumplimiento del Decreto 1594 de 1984 que se refiere a los criterios admisibles para el agua de uso agrícola y que establece: "El Número más probable (NMP) de coliformes totales no deberá exceder de 5.000 cuando se use el recurso para riego de frutas que se consuman sin quitar la cáscara y para hortalizas de tallo corto”.


  Aislamiento: Posterior a la incubación se realizó el repique de los tubos con crecimiento positivo en agar Mac Conkey, agar sangre, agar sangre con azida de sodio y agar King B, los cuales se incubaron a 37°C durante 18-24 horas, a las colonias observadas se les realizó tinción de Gram e identificación por el método automatizado BD-BBL CRYSTALTM.


  Técnica de filtración por membrana: La técnica de filtración por membrana fue utilizada para la identificación y cuantificación de bacterias coliformes presentes. Se utilizó el medio Endo con sus respectivas membranas, la técnica se realizó teniendo en cuenta los parámetros establecidos por los Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater y el trabajo de grado denominado “Elaboración de un protocolo para la identificación de nematodos fitopatógenos en el agua de riego de la sabana de Bogotá” presentado por Gerardo Rodríguez con algunas modificaciones.


  Socialización de resultados


  Los resultados obtenidos fueron socializados con cada uno de los agricultores que participaron en el proyecto, con el objeto de facilitar la implementación de estrategias de mejoramiento por parte de éstos, para ofrecer una mejor calidad en los productos y prevenir enfermedades trasmitidas por aguas contaminadas en forma directa a los operarios e indirecta por contaminación en las frutas y hortalizas.


  RESULTADOS



  Los sistemas de riego utilizado, el origen y porcentaje del agua usada en los sistemas de riego, el tiempo de exposición al agua de riego de las 8 fincas analizadas se representan en las tablas 1, 2 y 3.
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  Los resultados de la determinación del número más probable de coliformes fecales, las bacterias aisladas e identificadas en las aguas de riego y el porcentaje de bacterias aisladas en las aguas de riego se presentan en las tablas 4, 5, 6 y 7.
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  DISCUSIÓN


  Una de las principales fuentes económicas de la Sabana de Bogotá, D.C. es la agricultura, donde las fuentes hídricas para el abastecimiento de sistemas de regadío son sin duda el rio Bogotá como primera medida, quebradas cercanas al rio (acueductos veredales) o afluentes del río Bogotá, nacederos y explotación de pozos profundos, que de una u otra manera pueden estar contaminadas o llegar a contaminarse de forma directa o difusa por los vertimientos de aguas residuales domésticas, vertimientos industriales (curtiembres), vertimientos químicos, elaboración de pozos sépticos, la explotación ganadera, el pastoreo y escorrentía de agua en épocas de lluvia.


  Los sistemas de riego utilizados y la calidad del agua, son un factor importante en la incidencia y prevalencia de muchas enfermedades sanitarias y fitosanitarias, situación que amerita la realización de estudios sobre patógenos presentes en aguas de riego (13, 14).


  En el momento de la encuesta y la sensibilización, algunas fincas notifican no seguir en el proceso, sin justificar dicha decisión. En la observación etnográfica se encontró que algunas de estas utilizan aguas tomadas directamente del rio Bogotá para el riego de sus cultivos.


  La investigación se llevó a cabo en época de lluvia situación que puede afectar la concentración de bacterias halladas en el estudio, como puede suceder en el caso de aguas de escorrentía contaminadas con desechos de origen animal generadas por el pastoreo vacuno cercano a quebradas, lagunas o acuíferos.


  El acercamiento con los agricultores facilitó el intercambio cultural y de conocimientos sobre agricultura permitiendo aportar argumentos que ayudan a la elaboración de pautas en la prevención de enfermedades transmisibles por aguas de riego contaminadas, y contribuir al mejoramiento de la calidad de los productos agrícolas y los ambientes laborales para los agricultores.


  Durante el proceso de recolección de la información se hallaron algunas inconsistencias con respecto al número de trabajadores en algunos de los cultivos, ya que en el momento de la toma de muestra el número de trabajadores presentes en el cultivo no coincidía con la información reportada en la encuesta por el dueño. En el proceso se toman 21 muestras de los 8 municipios de la cuenca alta de la sabana de Bogotá, D.C, de estas se seleccionan 8 al azar, una por cada municipio, a las cuales se les realizaron las técnicas y procedimientos estandarizadas para este tipo de análisis.


  El porcentaje de E.coli encontrado evidencia contaminación fecal cercana a la fuente de abastecimiento de agua para los sistemas de riego, como lo indica el documento de la FAO (15). Sin embargo, la presencia de E. coli aunque es un parámetro que determina la contaminación fecal, no indica patogenicidad por sí misma. Se requiere realizar la serotipificación de las cepas aisladas y conocer a que virotipo pertenece y cuál es su potencial patógeno. De otro lado, el hecho de encontrar Aeromonas hydrophila en alto porcentaje, genera una alerta por cuanto este microorganismo posee una alta carga de factores de patogenicidad y virulencia los cuales le han permitido ser causante de diversos procesos infecciosos que van desde los más comunes como infección localizada en piel y gastroenteritis, hasta celulitis, mionecrosis, bacteremias y septicemias tanto en personas inmunocomprometidas como inmunocompetentes, procesos que se complican aún más por la resistencia a antibióticos que ya sean descrito (16 - 17).


  Los resultados obtenidos en la determinación del NMP para coliformes totales permite deducir que las aguas objeto de análisis se pueden utilizar para riego de riego de frutas que se consuman sin quitar la cáscara y para hortalizas de tallo corto”, de acuerdo con el decreto 1594. De otro lado al correlacionar los resultados obtenidos en la carga de coliformes fecales y la detección de E. coli entre la muestra control (agua tomada directamente del rio Bogotá) y las muestras tomadas para el estudio, se observa una diferencia marcada ya que el control muestra el resultado de un agua no apta para ningún el uso. Esta observación permite inferir que la filtración del agua que se lleva a cabo por procesos naturales desde el rio Bogotá, hasta la fuente hídrica de la cual se abastece el cultivo, disminuye considerablemente la carga de bacterias coliformes.


  Se observa correlación entre los resultados obtenidos en relación con la presencia de coliformes y la falta de vigilancia por parte de las entidades municipales y departamentales, la inexistencia de medidas para la potabilización y la depuración de aguas residuales y el desconocimiento de los agricultores sobre los riesgos que conlleva el uso de aguas contaminadas, situación que facilita la diseminación de infecciones y enfermedades por el uso de aguas no aptas para el riego de hortalizas, legumbres y frutas de consumo directo (18), pese a que existen normativas que regulan el uso de estas aguas.


  Las fincas que no quisieron atender o participar en el proyecto abastecen sus aguas de riego con agua directa del rio Bogotá, una de las fuentes más baratas para el desarrollo de los cultivos y principal suministro de aguas de riego a lo largo de la Sabana de Bogotá estableciendo un alto riesgo de salubridad debido a su alta carga contaminante.


  Para mejorar la inocuidad de los productos generados a partir del uso con aguas de riego que no cumplen con los requerimientos necesarios de salubridad se sugiere someter estas a un proceso de purificación antes de ser utilizadas en la agricultura mediante la creación de trampas para captación de agua, humedales artificiales o en su defecto el desarrollo de plantas de tratamiento como medida para la disminución de desechos químicos, físicos y microbiológicos, y de esta manera mejorar la calidad de sus productos (19). En este mismo sentido la Organización Mundial de la Salud, publicó las guías para el uso seguro de aguas residuales en la agricultura, las cuales deben encontrar el balance justo entre la minimización de riesgos para la salud pública y las ventajas de usar recursos escasos (20).
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  RESUMEN


  Objetivo: Realizar el análisis histológico de lesiones pódales de pollos comerciales en la planta de sacrificio de Pollo Olympico S.A., Colombia con el fin de discutir aspectos sobre su retención sanitaria en plantas de sacrificio. Materiales y métodos: Se utilizó la población avícola de 10 granjas de la empresa Pollo Olympico S.A evaluando macroscópicamente 129.551 animales y microscópicamente 330 lesiones podales. El análisis histológico evaluó el tipo y la profundidad de las lesiones inflamatorias y la presencia de estructuras micóticas. Resultados: La evaluación macroscópica evidenció lesiones podales en el 64,7% de la población total de aves. La evaluación microscópica mostró un predominio de procesos inflamatorios con presentación de heterófilos (73,1%), el 19% fueron infiltrados mixtos y el 7.9% de predominio mononuclear. Las lesiones encontradas mostraron una localización principalmente subcorneal (77.9%) y la ausencia de estructuras micóticas, células gigantes o lesiones vasculares.


  Palabras clave: pododermatitis aviar, inocuidad alimentaria, retención de piezas en plantas de sacrificio, morfología inflamatoria de lesiones podales.

  


  ABSTRACT


  Objetive: To conduct histological analyses of toe lesions for commercial broiler at the slaughterhouse of Pollo Olympico S.A., Colombia, with the ultimate goal of proposing recommendations about sanitary containment. Materials and Methods: Poultry subjects were sampled in 10 farms of Pollo Olympico S.A. Macroscopic inspections were conducted on 129.551 animals while the microscopic ones were on 330 toe lesions. Histological analyses evaluated type and depth of inflammatory lesions as well as the presence of fungal infections Results: Macroscopic analyses revealed inflammatory process mediated by heterophiles (73,1%), mixed infiltrates (19%) and mononuclear (7.9%). Lesions were mainly localized at the sub-corneal level (77.9%) and showed no signs of fungal structures, giant cells or vascular presence.


  Key words: bird toe-pad-dermatitis, food safety assessment, containment at slaughterhouses, morphology of inflamatory lesions

  


  INTRODUCCIÓN


  La pododermatitis plantar es un cuadro multi sistémico que puede ocasionar cojeras y pérdida del equilibrio en aves, con consecuencias tanto económicas como de bienestar animal. Se han realizado estudios para determinar los diferentes factores que intervienen en la presentación de problemas podales, reportando; causas de origen viral, genéticas, y micóticas. Las causas más frecuentemente reportadas son factores bacterianos, nutricionales, estrés calórico y sobre todo, las relacionadas con las condiciones de la cama de los animales (1-10).

  

  La pododermatitis es una lesión del cojinete plantar común en pollos de engorde criados sobre camas húmedas y apelmazadas, los materiales de las camas y la humedad de esta juegan un papel importante, De Jong et al (11) y Xavier, et a l (12).

  

  El reaprovechamiento de la cama hasta por cuatro veces consecutivas, práctica popularizada en una gran parte de los productores de pollos de engorde, favorece la humedad y la compactación lo que contribuye a una mayor ocurrencia de lesiones podales de forma independiente a la densidad de población en los galpones (13). Pizarro et al (14) reportan que las camas tratadas con aluminosilicato pueden neutralizar el amoniaco liberado durante las primeras cuatro semanas de crianza.


  Uno de los indicadores del bienestar animal (BA) en aves es la ausencia de lesiones en la canal principalmente pododermatitis, debido a que este problema se relaciona particularmente con las condiciones de alojamiento y manejo Kyvsgaard et al (15) y Gabanakgosi et al (16). Los problemas de BA se están incrementando de forma importante, incluso llegando a ser un cuello de botella en la legislación de algunos países (7).


  Por otra parte, se han definido diferentes grados de lesión plantar. Para este estudio se utilizó la clasificación de Remple, et al (17) y Halliwell et al (18):


  Tipo O. No presenta lesión.


  Tipo I. Es el inicio de una lesión en el cojinete plantar. Normalmente está localizada a nivel superficial, es de característica inflamatoria leve, existe integridad en el epitelio de cubierta.


  Tipo II. Es un estado avanzado crónico. Aparece reacción fibrosa y aumenta el proceso inflamatorio, puede empezar a aparecer signos de infección.


  Tipo III. Se distinguen deformaciones y una reacción fibrosa abundante. Es muy común la aparición de osteomielitis con compromiso articular grave. La lesión puede ser proliferativa o degenerativa con tendencia a ulceración, aparecen abscesos supurantes y marcada reacción fibrosa de los tejidos.


  Aunque en algunos estudios la pododermatitis no es de las causas mas frecuentes de retención de carcasas (10), otros informan correlación positiva entre el control clínico de pododermatitis y la disminución en la tasa de retenciones en plantas de sacrificio (19). En Colombia, en las plantas de proceso de aves las pododermatitis causan pérdidas económicas debido a retenciones de estas piezas por las autoridades sanitarias lo cual repercute a lo largo de la cadena de producción.


  La alta densidad de aves en los galpones es un factor relacionado con daños en las extremidades y retenciones en las plantas de sacrificio. Sin embargo puede haber otros factores involucrados, al respecto, estudios en Europa señalan la viabilidad de utilizar marcadores de riesgo para anticipar las razones de decomiso en la inspección de la carne y con ello poder monitorear y mejorar las prácticas en diversas etapas de la producción de pollos (20-21).


  Sin embargo las razones de decomiso en nuestro país carecen de estudios detallados que relacionen los grados de lesión con las retenciones, siendo el único parámetro inicial de evaluación la observación visual y la sospecha sin pruebas confirmatorias de contaminación fúngica.


  A nivel microscópico las pododermatitis normalmente se inician como un proceso congestivo y edematoso produciéndose inflamación de patas y dedos, si la lesión avanza puede llegar hasta la necrosis o muerte celular (22). En general se encuentra una estrecha relación entre la severidad de la lesión macroscópica y microscópica, la morfología de los elementos micóticos y su relación con las lesiones tisulares en ocasiones presentan un patrón típico para algunas especies (23). Las lesiones micóticas se acompañan generalmente de reacciones severas granulomatosas con necrosis central.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Población y muestra


  El trabajo de investigación se llevó a cabo con la participación de la Empresa Pollo Olympico.

  En el desarrollo de este trabajo participaron 10 granjas que conforman la Empresa y están ubicadas en el municipio de Villeta (Cundinamarca). Estas granjas tienen una población total de 873.866 aves, distribuidas como se presenta la Tabla 1.
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  La población tomada para el estudio macroscópico fueron aves de lotes de las diferentes granjas, que cumplieron su ciclo productivo y llegaron a la planta de sacrificio, ubicada en Bogotá, durante 12 semanas consecutivas, esto permitía tener al menos un lote de cada granja.


  Una vez sacrificadas las aves, el personal profesional de la planta evaluó y clasificó las lesiones podales a nivel macroscópico. La clasificación se realizó como se describe previamente y teniendo en cuenta muestras de todas las granjas de la empresa (17, 18).


  Para el estudio histológico se tuvieron en cuenta las lesiones podales de la evaluación macroscópica descrita anteriormente, seleccionando en cada semana de estudio, las primeras 30 lesiones clasificadas con grados II y III. Después del procesamiento histotécnico se eliminaron el 7% de las muestras enviadas desde la planta de sacrificio, por no tener la calidad o las características mínimas para ser evaluadas. Por lo tanto se valoraron las características inflamatorias de 330 muestras.


  Se fraccionaron porciones menores de un centímetro cúbico para fijarlas en formol buferado al 10% y procesarlas con el método de imbibición en parafina y coloración de hematoxilina- eosina. La lectura de los tejidos procesados se realizo en microscopio de luz en 10X y 40X en la Universidad Santo Tomas , Para este estudio se realizó una lectura del material obtenido y se determinó analizar los siguientes aspectos:


  Clasificación y Graduación de la Morfología de las lesiones inflamatorias: Presencia de inflamación de infiltrado de heterófilos, de células mononucleares o presencia de Granulomas con células epiteliodes:


  Profundidad de la lesión; describiendo si se limita a la unión de la dermis y la epidermis o si es leve o moderadamente más profunda.


  Identificación de estructuras micóticas con ayuda de la coloración de acido periódico de Schiff (PAS) y evaluando en los infiltrados sospechosos (reacciones granulomatosas o infiltrados mononucleares de grado severo).


  RESULTADOS


  Lesiones pódales macroscópicas. En la Tabla 2 se presentan las lesiones pódales macroscópicas observadas en las aves de estudio.
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  En la Figura 1 se observan las lesiones macroscópicas pódales tipo III observadas, con múltiples focos de necrosis demarcados con piel amarillenta y reacción inflamatoria.
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  Lesiones pódales microscópicas.


  En la Figura 2 se observa necrosis superficial, reacción inflamatoria subcorneal e inflamación mononuclear perivascular severa en la dermis profunda
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  El infiltrado con predominio de heterófilos resulto ser el más frecuente con 241 casos, seguido de infiltrados con presencia de heterófilos y mononucleares en cantidades similares (mixtos) con 63 casos y 26 casos presentaban predominio de células mononucleares, Tabla 3 y figura 3.
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  Presencia de inflamación granulomatosa crónica y de estructuras micóticas en la dermis superficial y profunda. Negativa en todos los cortes estudiados con coloración de hematoxilina y eosina. Se seleccionaron 15 casos con reacción mononuclear de moderadas a severas para utilizar con ellos la coloración de acido periódico de Schiff y evaluar detalladamente la presencia de estructuras micóticas en la dermis superficial y profunda. En estos casos el resultado también fue negativo.


  Profundidad de la lesión.


  En cuanto a la profundidad de la lesión. El 78% de los casos presentaron lesiones subcorneales (unión dermis epidermis), el 9 % presentaron lesiones con profundidad moderada y el 13% presentó condiciones de dermatitis profunda, Figura 4.
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  DISCUSIÓN


  En el análisis histológico a nivel macroscópico se evidenció una alta presentación de problemas pódales llegando a un promedio de 64,7% de la población avícola total de la empresa y alcanzando el 83,3% en la granja primavera como ejemplo de la mayor presentación individual por granja. Al respecto, De Queiroz, et al (22) reportó en Brasil resultados similares con porcentajes entre 20 a 80%; Ekstrand y col (20) reportaron en un estudio en Suecia un 32% de lesiones moderadas más un 6% lesiones severas. Así mismo, Pagazaurtundua y col (21) en el Reino Unido describen un lote con 92% de presentación de pododermatitis, pero con un 16% de presentación promedio en 178 lotes del mismo estudio. Oviedo y col (24) reportan una prevalencia 1 a 3% anotando que los problemas podales son las causas más frecuentes de eliminación y aumentan la mortalidad tardía en aves.


  En el análisis histológico a nivel microscópico se observó degeneración hidrópica de células epiteliales, infiltración heterofilia subcórneal, hiperemia e infiltración mononuclear en la dermis adyacente, acantosis e hiperqueratosis, estos resultados son comparables con los reportados por Queiroz y Santos (22-9). Así mismo, el infiltrado con predominio de heterófilos resulto ser el más frecuente, seguido de infiltrados con presencia de heterófilos y mononucleares en cantidades similares (mixtos) y por último el predominio de células mononucleares.


  En los hallazgos microscópicos de pododermatitis se encuentra una estrecha relación con lo observado macroscópicamente, las lesiones necróticas y el infiltrado superficial de heterófilos, la acantosis y la hiperqueratosis están presente en el 100% de las muestras analizadas.


  Es importante resaltar que en todos los cortes estudiados con coloración de hematoxilina y eosina, así como con la coloración de ácido periódico de Schiff no se evidencia presencia de inflamación granulomatosa crónica y de estructuras micóticas en la dermis superficial y profunda, estos resultados son similares a los reportados por Mejia (25) y Olias (26) quienes reportan escasa presentación de estos agentes patógenos en los tejidos internos, incluso afirman que la Aspergilosis, relativamente frecuente, difícilmente se presenta en órganos diferentes al pulmón.


  Con el análisis de la severidad de las lesiones, la búsqueda de hongos dentro de los tejidos internos y la profundidad de las lesiones se quiso dar continuidad a un estudio anterior que analizo varios factores de calidad de estas estructuras susceptibles de retención en la planta de sacrificio y en el que Gómez et al (27), recomiendan realizar estudios para demostrar la integridad y funcionalidad del tejido, con el fin de establecer cómo esos órganos se encuentran afectados y evitar pérdidas por producto decomisado.


  Teniendo en cuenta que los tejidos evaluados microscópicamente presentaron grados II y III de lesión macroscópica se puede destacar de los procesos inflamatorios: el 72% presentaron en forma leve, el 58% no presentaron infiltrado mononuclear y el 78% de los tejidos mostraron una dermatitis superficial. Lo anterior puede indicar presentaciones inflamatorias con tendencias a grados leves, que no tienen una relación muy directa con el análisis inicial macroscópico realizado en la planta de sacrificio.


  En el 100% de las muestras evaluadas no se observaron lesiones compatibles con etiología micótica sistémica ni lesiones vasculares con émbolos infecciosos, por lo tanto todos estos resultados sugieren que las lesiones podales estudiadas son esencialmente localizadas y con pocas repercusiones de tipo sistémico.


  El estudio anterior de Gómez, et al (27), mediante estudios físico químicos y microbiológicos informan que muchos de los órganos con estas afecciones son aptos para el consumo humano y no deberían generar pérdida por la retención del producto en las plantas de sacrificio, allí se recomendó evaluar la integridad de la totalidad de los tejidos de los miembros plantares. En respuesta, este estudio obtiene evidencias morfológicas para el 78% de los casos evaluados que pueden apoyar los análisis del estudio anterior.


  De la misma forma, solo en el 22% de las lesiones evaluadas el aspecto macroscópico y las lesiones microscópicas de las piezas podrían apoyar la decisión de retención por parte de los inspectores, lo cual sugiere discutir, con las entidades de control y vigilancia del estado, pautas más claras que definan las causas técnicas para la retención de piezas a nivel de planta de sacrificio.
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  RESUMEN


  Objetivo: Realizar seguimiento a la trazabilidad desde los reactivos hasta los residuos químicos líquidos (RQL) en los laboratorios de docencia destinados a prácticas de Química General en la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, Bogotá, D.C- Colombia. Materiales y métodos: Revisión, identificación y análisis fisicoquímico de los volúmenes de RQL (básicos y ácidos) de las guías de laboratorio de la Química General. Resultados: Los resultados confirmaron que la solubilidad y en especial el solvente facilitan la formación de especies iónicas que pueden ser identificadas en los RQL. Las sustancias utilizadas en los laboratorios docentes continúan reaccionando después de finalizada la práctica, como consecuencia es pertinente tener clara la forma como se van a almacenar los productos de las reacciones.


  Palabras clave: Trazabilidad, residuos químicos, política ambiental, gestión integral de desechos.

  


  ABSTRACT


  Objective: To trace and follow chemical reagents from their initial use to their final disposition in the General Chemistry teaching laboratories at Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, Bogotá, D.C- Colombia. Materials and Methods: Laboratory guidelines were reviewed to determine type of reagents for General Chemistry practices and their corresponding volumes. Physical and chemical analyses were subsequently conducted on the identified compounds independent of their level of acidity. Results: Ionic species were identified and attributed to the type of solvent and their solubility properties. Once laboratory practices are completed, reagents continue to react and thereby is of the utmost importance to assure proper storage and handling conditions.


  Key words:traceability, chemical residues, environmental policy, integrated waste management

  


  INTRODUCCIÓN


  Los residuos químicos son considerados como residuos peligrosos por el decreto 4741 de 2005 (1- 2), la connotación de RQL le confiere a este tipo de residuo propiedades como la solubilidad, permeabilidad, viscosidad, temperatura de evaporación entre otras que favorecen la dispersión de contaminantes y la formación de nuevos compuestos.


  De esta forma, es posible que en los laboratorios de química general se desechen los residuos equiparándolos con los reactivos que se han utilizado en los experimentos, generando así confusión e inadecuada identificación de lo que constituye realmente el residuo químico.


  De acuerdo con el Manual de Procedimientos de Gestión Integral de Residuos Hospitalarios y similares en Colombia se consideran a los residuos químicos como: “...los restos de sustancias químicas y sus empaques ó cualquier otro residuo contaminado con éstos, los cuales, dependiendo de su concentración y tiempo de exposición tienen el potencial para causar la muerte, lesiones graves o efectos adversos a la salud y el medio ambiente” (3).


  Por el grado de peligrosidad y toxicidad al ambiente que tienen este tipo de sustancias se pueden clasificar de acuerdo a su composición, a su solubilidad y a sus propiedades físico- químicas en: (a) fármacos parcialmente consumidos, vencidos y/o deteriorados, (b) residuos de citotóxicos, (c) metales pesados, (d) reactivos, (e) contenedores presurizados, (f) aceites usados.


  Una de las propiedades que potencia el efecto contaminante de los RQL es la solubilidad, debido a que la condición del agua como solvente potencia los solutos para la formación de nuevos compuestos que no se encuentran en la clasificación anterior. Como consecuencia se pueden hallar diferentes combinaciones de residuos que aumenten el grado de toxicidad.


  La solubilidad y la formación simultánea de iones (cationes y aniones) favorecen choques intermoleculares facilitando la formación de nuevas sustancias diferentes a las que se tenían planteadas para una reacción específica. En consecuencia, cuando el residuo de la práctica se desecha es pertinente cuestionarse por las posibles interacciones que continúan ocurriendo en los recipientes temporales que se encuentran dispuestos en los laboratorios a fin de proponer la mejor alternativa de almacenamiento que produzca el menor número de sustancias contaminantes y nocivas.


  Teniendo en cuenta lo anterior, se revisaron los volúmenes de RQL de las guías de laboratorio de la Química General y con esta información se diagnosticaron los aspectos fisicoquímicos de los RQL recolectados en los laboratorios de Química de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca durante el primer semestre de 2012, para el caso particular en estos laboratorios se recolectan los residuos de las reacciones y los sobrantes del reactivo de preparación en dos galones, uno identificado como residuos básicos y otro como residuos ácidos.


  De esta forma se establecieron las posibles especies catiónicas y aniónicas formadas por el efecto de solubilidad antes mencionado. El análisis se enfocó en el hallazgo de cationes en el galón de residuo básico y de aniones en el galón de residuos ácido entre otros analitos como se aprecia en la Tabla 1.
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  Como resultado se observó que al contrastar el volumen de RQL producido en los laboratorios contra lo que se realmente se almacena en los galones, un volumen de aproximadamente 18 L de RQL van a los vertederos al finalizar las practicas, lo que indica un impacto ambiental considerable. En cuanto a la composición del RQL y atendiendo lo establecido por la clasificación referida en el código de Basilea (4) se puede establecer que en los RQL se encuentran residuos no planeados en las prácticas tales como metales pesados (mercurio, plomo y cadmio) así como aniones altamente reactivos como cloruros, fluoruros y sulfuros.


  Los resultados confirman que la solubilidad, y en especial el solvente, facilita la formación de especies iónicas que pueden ser identificadas en los RQL es decir que estas sustancias continúan reaccionando después de finalizada la práctica, como consecuencia es pertinente tener clara la forma como se van a almacenar los productos de las reacciones en los laboratorios de docencia que desarrollan prácticas Química General.


  Por ejemplo la presencia de cloro residual, fluoruros, fósforo, nitrógeno orgánico, sulfatos, sulfuros y sulfitos en las muestra procedentes de los galones destinados a recolectar residuos ácidos tiene un efecto ambiental importante por cuenta de la acidificación del residuo y de la interacción anionica.


  Igualmente respecto a los metales pesados, la presencia de cromo y plomo en los residuos de naturaleza acida, no se asocia al empleo de reactivos previstos en las prácticas y por lo tanto no corresponde al tipo de almacenamiento, aquí se evidencia una vez más la inadecuada separación en la fuente de las soluciones empleadas en los laboratorios de docencia.


  El hallazgo en el residuo básico de metales como cadmio, cromo, mercurio, niquel, y plomo, está asociado a contaminaciones cruzadas, con excepción del mercurio que puede proceder del uso del reactivo de Millon utilizado en prácticas de identificación orgánica.


  Para el manejo del RQL se definieron alternativas diseñadas a partir del concepto químico (mecanismo de reacción) así se propone un plan de minimización del RQL desde el diseño de las practicas del laboratorio que privilegie el uso de mezclas más que de sustancias puras, partiendo de la premisa “entre más pureza química mayor contaminación”.


  Recomendaciones ambientales en prácticas relacionadas con la preparación de soluciones oxidantes


  Solución de permanganato de potasio. Uno de los reactivos típicos para la explicación del efecto oxidante es el permanganato de potasio (KMnO4), agente químico usado preferiblemente en solución a diferentes concentraciones, por sus características químicas y su solubilidad se ha constituido en un reactivo que no está ausente en las prácticas de docencia.


  En cuanto a propiedades organolépticas y físicas se puede señalar que el permanganato de potasio es una sal inodora, sólida a temperatura ambiente con coloraciones entre azules y violetas intensas que varían en función del tiempo de contacto con el aire. Precisamente esta propiedad física de viraje es lo que hace que sea utilizado ampliamente en los análisis de tipo volumétrico, en los que se aprovecha la intensidad del color para determinar el punto final de la titulación; a partir de este proceso se originan iones Mn+2 que no deben ignorarse dentro del manejo ambiental, adicionalmente si el proceso de valoración ocurre en medio ácido se forma dióxido de manganeso.


  Manejo del residuo químico liquido procedente del permanganato de potasio


  Mn+2. Al no ser una forma estable y con el objeto de controlar el proceso oxidativo se propone utilizar como destino final el almacenaje donde haya presencia de soluciones que cuenten con especies químicas de carácter ácido (ácido clorhídrico, ácido sulfúrico) para obtener como producto final sales neutras del tipo cloruro o sulfato; en un medio ácido, esta condición es importante si se desea generar un proceso de biodegradación del residuo porque la condición de pH del residuo debe adecuarse al comportamiento del microorganismo o agente biológico para que se genere una verdadera respuesta dentro del proceso de biodegradación.


  MnO2. Como el proceso se encuentra en estado de oxidación este producto tiene como alternativa de destino final el almacenaje en donde se albergan sustancias de carácter ácido con el fin de asegurar que el resultado final sea una sal neutra.


  No es una alternativa arrojar el producto de esta reacción en el recipiente donde se almacenan las bases porque no se controla la reacción del metal y el medio no posibilitaría la formación de sales con carácter neutro como por ejemplo: MnCl2, Mn(ClO3)2, MnSO4, NaHCO3.


  Recomendaciones ambientales en prácticas relacionadas con volumetrías


  Biftalato de potasio como valorante primario en neutralizaciones.El biftalato de potasio es un patrón primario en volumetrías de neutralización. Un patrón primario es una sustancia utilizada en química como referencia al momento de hacer una valoración o estandarización.


  Hidróxido de sodio como valorante de segundo orden en neutralizaciones. Uno de los reactivos que más se utiliza en titulaciones es el hidróxido de sodio. Es pertinente aclarar que generalmente se utiliza como un valorante secundario y debido a su grado de disociación se usa acompañado de la fenolftaleína como indicador ácido- base, lo cual puede acarrear la liberación de compuestos fenólicos en los procesos.


  Siguiendo el camino del reactivo hasta el residuo se debe considerar el efecto del ion carbonato, el cual es absorbido por la solución básica de acuerdo a la siguiente reacción:
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  Estos carbonatos reaccionan con iones Na+1 solubles en agua. En el proceso de neutralización y al utilizar la fenolftaleína, el ion carbonato CO3+2 captura un hidrogenión formando iones bicarbonato HCO3+1; bajo esta consideración es importante tener en cuenta la presencia de carbonatos que acompaña al residuo proveniente del hidróxido de sodio.


  En la reacción global de la neutralización el otro producto estable que se forma es el cloruro de sodio.
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  En este caso es recomendable generar el almacenamiento de los valorantes primarios en un recipiente independiente de los denominados ácidos y bases.


  Manejo del residuo químico liquido procedente del hidróxido de sodio


  Los estados intermedios en la formación de las sales neutras tales como carbonatos, bicarbonatos y cloruros de sodio, entre otros, implican la formación y liberación de cationes (Na+1).


  La liberación del catión Na+1 constituye un proceso de oxidación que conlleva, a su vez la pérdida de un electrón desde el sodio metálico inestable hacia la formación de una sal neutra, lo que genera que el metal adquiere mayor estabilidad química. Con el objeto de controlar el proceso oxidativo se propone utilizar como recipiente de almacenaje en el laboratorio el mismo para todos los residuos de neutralización así se propicia el ambiente químico para la interacción entre los iones (cationes) restantes y los posibles aniones procedentes de los reactivos de carácter ácido.


  ácido clorhídrico como valorante de segundo orden en neutralizaciones. El ácido clorhídrico como compuesto covalente polar es una sustancia de alta solubilidad en agua lo que incide directamente en la reactividad del mismo.
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  El ácido clorhídrico en agua se disocia casi completamente, con el ion de hidrógeno capturado por las moléculas agua para generar el ion hidronio (H+), el cual se convierte en donador de un protón que posee propiedades catalíticas y por tal razón es capaz de reaccionar con moléculas orgánicas. Esto puede explicar la capacidad del cloruro de hidrógeno para inducir lesiones celulares y necrosis. Por sus características físicas y de constitución molecular, este material se torna persistente en el suelo y puede filtrarse en el agua subterránea.


  Recomendaciones ambientales en prácticas relacionadas con la utilización de fenol o compuestos fenólicos


  El fenol, en particular, corresponde a un derivado directo del benceno en el cual se ha sustituido un hidrogeno por un grupo hidroxilo proceso que le otorga cierta polaridad y por lo tanto cierta solubilidad en compuestos polares como el agua debido a la formación de puentes de hidrógeno.


  En consecuencia, los compuestos fenólicos son las sustancias químicas cuya característica común es tener en la molécula al menos un anillo aromático en el que uno de los átomos de hidrógeno está sustituido por un grupo hidroxilo.


  En las prácticas químicas de docencia las aplicaciones de este compuesto se limitan principalmente a su uso como solvente, aun conociendo los efectos importantes que se desencadenan sobre la saludlos cuales pueden ir desde la Irritación de la piel, mucosas y garganta hasta quemaduras, alteraciones hepáticas, renales y cardiacas cuando el contacto es muy prolongado


  Sin embargo, es importante considerar que este tipo de compuestos fenólicos generan cadenas de reacciones con otros reactivos como es el caso de la oxidación del ácido benzoico, la hidrólisis del cloro benceno y la reacción del benceno- sulfonato de sodio, el cual se funde con hidróxido de sodio seguido de acidificación.


  Así mismo, es importante precisar que los fenoles son esenciales en la preparación de colorantes y por tanto pueden derivar en nuevas reacciones en las cuales intervienen estos reactivos.


  Uno de los aportes más significativos de esta investigación es el reconocimiento de los mecanismos de reacción para que la disposición final del RQL atienda la incidencia del agua como compuesto polar con el fin de lograr consolidar una alternativa de biorremediación y un adecuado manejo del residuo. Igualmente en la siguiente fase de la investigación se pretende contribuir al estado del arte desde la propuesta de una alternativa de biotratamiento del RQL y desde lo formativo se tiene como objetivo lograr consolidar una propuesta de formación en educación superior que aporte al marco de la química ambiental.
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Tabla 7. Porcentaje de bacterias aisladas en las aguas de ricgo.

[
E. coli
Arcomonas hydrophila
Bacillus subrilis
Total
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Tabla 6. Bacterias aisladas e identificadas en las aguas de riego.

Ma:
Villapinzén
Choconta
Suesca
Sesquile
Gachancipa
Tocancipa

Cajick

Chia

Nombre de la finca

Verde Life (lechuga)
El Laurel (fresas)

La Pucrta de Oro (horta-

lizas)
El Campito (comate)

Lechuga y Vida

Inversiones Jacaranda C.L.

Luda (Ornamentales)
El Progreso

El Cerezo (lechuga)

roorganismo aislado
Excherichia coli

Escherichia coli Bacillus
subrilis

Aeromonas hydraphila
Excherichia coli

Escherichia coli
Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydraphila

Excherichia col.
Aeromonas hydraphila

Aeromonas hydrophila

% de Confiabilidad
999%

99.9%
90.0%

93.3%
99.9%

99.9%
99.6%

99.8%
99.9%

99.9%
88.6%

99.7%
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Tabla 6. Resultados Indice de Receptor Soluble de Transferrina

en la mucstra estudiada.

Indice de Receptor

Soluble de Transferri

Normal 100 478
DEF 1 22
DEFIT 413
Posible deficiencia

de hierro sin anemia
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Tabla 1. Resultado del anilisis de sccuenciacién automitica en la
poblacién analizada.

T Resulta
uen
L 2299elG en estado
homocigoto

Sindrome de
Usher tipo IT e = ddc e

19 Ningtn cambio identificado
Similara USH 4 Ningin cambio identificado
RPconHNSleve 7 Ningin cambio identificado

TOTAL 37
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Figura 1. Cambios cn la altura ésca crestal, mesial y distal
respecro al tiempo.
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Tabla 5. Resultados de la prucha de Receptor Soluble de Trans-
ferrina STFR n |a muestra estudiada.

Hombre % Mujer %

Normal 90 74
Alto 10 26
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Tabla 5. Indice de solubilizacion a las 24 y 48 horas.

Indice de solubilizacién Indice de solul
4 horas

7

5
SF5 4 4
SF6 6 65
SF7 2 3
SF8 65 7
SF9 45 6
SF11 0 0
SF12 0 0
SF13 5 85

SF14 2 3
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Figura 1. Sccuencia del exén 13 del gen USH2A. 2) Mutacién
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gura 5. Izquierda. No sc cvidencia uso de fosfato (control ne-
gativo, Bacillus sphaericus). Detecho. Viraje del color morado
amarillo indica solubilizacion de fosforof Control positivo, Baci-
Ul licheniformis, sicmbra por agoramicnto cn medio Pikovskaya
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Tabla 4. Resultados de la prucba de Ferritina en la mucstra cstudiada.

Ferritina Hombre % Mujer
Normal 100 68

Baja 0 32
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Tabla 4. Tamaiio de los halos de solul
Arévalo, Moreno (2013).

Céc

SF1
SF2.
SF3
SF4.
SF5
SF6.
SF7
SF8
SF9

SF11

SF12

SF13
SF14.

Especie

B. brevis
B. brevis

B. pumilus
B. licheniformis

B pumilus

B. sphaericus nativo
(control -)

B. sphaericus ATCC
(control -)
B. pumilus
Bacillus sp

13 mm
2 mm

halos
alas 48 horas

2mm

20 mm
15 mm
10 mm

9 mm
11 mm
4 mm
12 mm

10 mm
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Tabla 3. Némero de casos y porcentajes de los tipos de inflama-
cién de las pododermaritis obscrvadas.

Morfologi NAmEF  Porcentaje
Predominio de heteréfilos 241 73%
Inflamacién mixta 63 19%
e 25 %
Gl W o 0

Total 330 100%
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Figura 6. Resultados solubilizacion de fosfatos: Izquierda. No sc
obscrva formacion del halo de solubilizacion de fosfato B. sphae-
ricus. Detecha. Formacion del halo de solubilizacion de la cepa
SF3 de B. pumilus cn medio Pikovskaya, siembra cn botén a las
24 Doy ke Hinciabaicion. Arcials, Miobase (2013).
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Tabla 3. Resultados de la Protcina C Reactiva en la muestra
cstudiada

Negativo
Positi
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Figura 3. Bacillus Gram positivos. Coloracién de Gram 100X.
Asévalo, Motcno (2013).
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Tabla 2. Lesiones pédales macroscopicas observadas en aves de 10 granjas de Pollo Olympico S.A., Colombia.

Porcentaje

Luisa
Primavera
San José
Refugio
Altamira
Buenavista
Troya
Fredonia
Laureles

Ponderosa

5130
4976
2819
4682
14232
13097
22594
19543
20686
21792
129551

80,0 %
833%
79,1%
79.9%
80,9%
80,2%
70,5%
57.5%
46,8%
49.2%
64,7%
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Tabla 3. Prescnta los resultados expresando la probabilidad de la prueba ¢ pareada que indica que todas las diferencias fucron signifi-
cativas pea un mm como en porcentaje de cambio respecto al periodo de tiempo anterior.

p_|Aumento (mm)[% de cambio]
‘mesial 12vs 24 meses 1,006-09 0,126 1378
‘mesial 12vs 36 meses 5,00E-11 0176 19,25
mesial 24vs 36 meses | 0,00066 005 48
distal 12vs 24 meses 0,0007 0,059 59
distal 12vs 36 meses 3,006-06 0,109 109
distal 24vs 36 meses 0,00026 0,05 41
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Tabla 3. Resultados de la lectura BBL CRYSTAL para Gram positivos con sus respectivos porcentajes.

Codigo del teriz
stema crystal especies

SF1 2574000771 B. brevis 99.9%
SF2 2650000753 B. brevis 99.9%
SF3 2474567743 B. pumilus 99.9%
SF4 2734673673 B. licheniformis 99.5%
SF5 2764463646 B. subrilis 99.9%
SF6 2414063653 B. subrilis 99.0%
SE7 2774377677 B. licheniformis 999%
SF8 2774577773 B. licheniformis 99.9%
SF9 3474567773 B. pumilus 99.9%
SF11 Control negativo B. sphaericus nativo Grupo Ceparium
SF12 Control negativo B. sphaericus ATCC  Grupo Ceparium
SF13 2454061656 B. pumilus 99.9%

SF14 27744667673 Bacillus sp 99.0%
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Tabla No 2. Principio ¢ interpretacion del medio.

Interpretacién

Pobre , colonias grandes, planas,

% Rosa
secas y con bordes irregulares

Bacillius subtilis

" Muy bueno, con colonias grandes,
Bacillius cereus e el Ao he e
PR May bucn,con cloisconlcncs Al v

¥ planas de bordes irregulares

» ) i oon o e e
Hoiin moopsieriurn B
Bacillius coagulans T
Bacillus pumilus il et Werictaline

grandes y mucosas
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Tabla 2. Resultados de altura del hueso crestal en mm, para cada periodo de tiempo y cada superficic.

12 meses 24 meses 36 meses
Mesial |0914:0213| 104£018 | 109t018
Distal 1022 | 1,059:0,18 | 110940,188
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Tabla 2. Origen y porcentaje del agua usada en los sistemas de ricgo
s 8 fincas de |a cucnca alta de la Sabana de Bogord, D.C.

Origendelagua  N°defincas _Porcen

Rio Bogord 0 0%
Pozo profundo 2 25%
Acucducto veredal 1 12.5%
Quebradas 2 25%
Combinacién* Utiliza-

cién de agua de mis de 3 375%

una fuente de origen





OEBPS/Images/v12n22a03f03.JPG
oV o

REPOSITORIO DE IMAGENES DIAGNOSTICAS






OEBPS/Images/v12n22a05f03.JPG





OEBPS/Images/v12n22a07t01.JPG
Tabla 1. Porcentaje de los sistemas de ricgo utilizados en las
fincas analizadas.

Sistema de Ricgo de Fincas __ Porcentaje
Por superficie 3 37.5%
Por goteo 5 625%
Por aspersién 0 0%
Por micro-aspersién 0 0%
Ricgo subterrénco 0 0%
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Tabla 1. Poblacién total de aves por granja.

Nombre de Poblacién
er: dea

Buenavista 130.348
Primavera 69.360
Laurcles 86.200
Fredonia 105.060
Ponderosa 175.440
Luisa 36720
Altamira 102.000
San José 40784
Troya 56.071

Refugio 71.383
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Figura 4. Porcentaje de prescntacién de cada uno los grados de
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Tabla 1. Aspectos de andlisis practicado al residuo quimico liquido (RQL).

Tipo de residuo isis identificados

Alealinidad total, nitrégeno amoniacal, cloruros, color, conductividad, DBOS, DQO, densi-
dad, tenso activos, dureza total, grasas y accites, pH , sélidos sedimentables, sélidos disucltos

RQL basico torales, slidos suspendidos totales, sélidos suspendidos volitiles, sélidos totales, turbicdad,
aluminio, arsénico, bario, boro, cadmio, calcio, cobre, cromo tofal, hierro, litio, magnesio,
manganeso, mercurio, niquel, plata, plomo total, potasio, sclenio sodio, zinc.

Acidez total, nitrégeno amoniacal, cianuros, cloro residual total, cloruros, color, conductivi-
dad, dboS, dqo, densidad, tensoactivos, fenoles totales, fuoruros, fosforo total, grasas y a

RQL écido tes, nitratos, nittitos, nitrégeno organico, ortofosfatos, pH, sélidos disucltos otales, sslidos
suspendidos totales, sélidos suspendidos voldtiles, sélidos totales, sulfatos, sulfitos, sulfuros,
turbiedad, cromo total, magnesio, plomo total, potasio y sodio.
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Tabla 2. Frecuencia alélica de la mutacién 2299delG.

FENOTIPO uf)l;‘l;:sm '[:j: Alelos Frecuencia
‘S‘;:x:i::;adﬁ e 52 15.4%
Similara USH 0 3 5

RP con HNS N - m

leve
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Tabla 2. Volumen Corpuscular medio (VCM) en la mucstra

estudiada.
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Tabla 1. Datos demogrificos de la muestra de pacientes.

Hombres | Mujeres | TOTAL
Distribucion de la muestr
P 13(43%) | 17(57%) | 30
por géneros
Edod afios) Promedio | Desvst. | Rango
464 11,3 28a67
Promedio | Rango
[cantidad de implantes/ote] 2,6 1a7
Implantes % de éxito 90% (3 fracasos)
Implantes  Maxilares 60 (74%)
Implantes Mandibulares 21(26%)
Total de implantes 81
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Tabla 1. Porcentajc de anemia cn la mucstra estudiada.

Tocalidad Sex. Ascm) Total Porcentaj
muestras  con anem]

Cali M 1 10 1L1%
F 2 46 4.3%

Total 3 56 5.4%






OEBPS/Images/v12n22a06t01.JPG
Tabla 1. Sitio de aislamiento de las 14 cepas correspondientes al género Bacillus.

SF1

SF2

SF3
SF4&

SFs

SF6

SF7
SF8

SF9

SF11

SF12

SF13.
SF14

Bacillus brevis

Bacillus brevis
Bacillus pumilus ATCC
B. licheniformis

B. subrilis

B. subrilis
B. licheniformis

B. licheniformis

B. pumilus

Bacillus sphacricus nativo
(control negativo)
Bacillus sphacricus ATCC

(control negativo)
Bacillus pumilus
Bacillus sp

Aisladas de las raices de plantas aromiricas (11)

Asladas de las raices de plantas aromticas (11).

Cepa ATCC
Aisladas de plantas de cultivos de uchuva(12)

Aisladas de chimencas de restaurantes de pollo

en Bogori D.C (13)

Aisladas de chimeneas de restaurantes de pollo
en Bogord D.C (13).

Aisladas de plantas de cultivos de uchuva(12)
Asladas de plantas de cultivos de uchuva(12)

Aisladas de las raices de plantas aromiricas (11)

Aislada de la rizésfera de cultivos de Ornithoga-
lum umbellarum (14).

Cepa ATCC
Aisladas de las raices de plantas aromiticas (11)

Aisladas de las raices de plantas aromiricas(11)
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Figura 4. Tzquierda. Colonias verdes caracteristicas de Baci-
llus subrilis. Derecha. Colonias rosa de Bacillus sphacricus (ccpa
control) cn agar HiChrom Bacillus a las 24 horas de incubacién.
Astvalo. Mascno (2013).
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Fase I: DESCONGELACIGN Y ACTIVACIGN DE
LAS CEPAS DEL GENERO Bacillus

Coloracién de Gram y se observd en 100x.
—

|

| Caracteristicas microscépicas

‘ Caracteristicas macroscopicas S
1 | Se espera observar Bacilos Gram postivos
Obtencién de UFC propias del género Bacillus esporulados

Cultivo en medios primarios: caldo BHI y
| Agar BHI, agar sangre.

Fase Il: Comprobar la capacidad solubilizadora
de fosfato de las cepas en medio Pikovskaya.

Las cepas se sembraron por Se sembraron por boton en el
agotamiento en el medio medio Pikovskaya para observar la

Pikovskaya para evidenciar la
acidificacion del medio.

——> formacion del halo de solubilizacién.

Figura 1. Diagrama de técnicas y procedimiento de las dos fases de la investigacion.
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Tabla 1. Condiciones de amplificacién para el gen Bl de 7.
gondii

CONDICIONES GEN B1

Ciclos 50 ciclos

Acondicionamiento 95°C / 10 minutos
Desnaturalizacién 95°C/ 1 minuto
Anillamiento 56°C/ 1 minuto
Extensién 72°C [ 1 minuto

72°

/10 minutos
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Figura 1. Lesiones macroscopicas podales tipo I11.
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Tabla 5. Determinacién de coliformes totales mediante la técnica filtracién por membrana.

Villapinzén
Choconta
Suesca
Sesquilé
Gachancipa
Tocancipa
Cajici

Chia

Nombre e la finca

Verde Life
El Laurel

La Puerta De Oro
El Campito

Lechuga Y Vida

Inversiones Jacaranda
ClLLtda

El Progreso

El Cerezo

filtracién de
mbrana

Resultado

Colonias rosadas con brillo verde

metdlico, incontables. Resiis
Coloiserde dosdocantile 5,
o et e conbile posiing
B
Eonpreteent N
obrigpemoss decolorromdes Neguivo
Colonias verde dorado con brillo

metdlico, incontables

(s e .
s de N
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Figura 1. Limitc de deteccién de P
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Tabla 4. Relacién de datos con critcrios de éxito, superviver
mal pronéstico y fracaso, cstimindose como criterios mayores.

EXITO 78
Supervivientes 0
Mal pronéstico 4
Fracasos 2
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Figure 5. DICOM viewer module illustrating a DIC

OM image
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Figura 2. lzquierda. S cvidencia crecimiento de UFC
en agar de Infusion cercbro corazén (BHI). A las 24 ho-
ras de incubacién. Derecha. Hemélisis B cn agar sangre
Arévalo, Moreno (2013).
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n de niimero mds probable para coliformes fecales en las aguas de riego.

Villapinzén  Verde Life 0,0/NMP Negativo
(i Bl Laured 0.0NMP Negasivo
Suesca La Pucria de Oro 0.0/NMP Negativo
Sesquilé El Campito 0.0/NMP Negativo
Gachancipa  Lechugay Vida 0,0/NMP Negativo
o ripe) S 0,0/NMP. Nesacivs
Cajicé El Progreso 00/NMP Negativo

Chia El Cerezo 0.0/NMP Negativo
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Tabla 7. Fraccioncs de hemoglobina en la muestra estudiada.

Hemoblobinas

Porcentaje
HbA 839
Hb A Hb A2} HB Fetal { 36
HbAHbS 107

HbAHbC 1,8
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Figura 2. Lesiones microscopicas de pododermatitis.
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Tabla 3. Ticmpo de exposicién con cl agua de ricgo.

Municipio

Nombre

dela finca

Niimero de
trabajadores

Tiempo de
exposicién
horas al dia

Chocontd

Suesca

Sesquile

Gachancipi

Tocancips

Cajici

Chia

Verde Life
El Laurel

La Pucrta De
Oro

El Campito
Lechugay Vida

Inversiones
Jacaranda C.I.
Lida

El Progreso
El Cerezo

3 horas
2 horas.

2 horas
3 horas
1 hora

1 hora

2 horas
2 horas
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