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  Editorial


  La revista Nova, publicación científica en ciencias biomédicas, cumple 13 años contribuyendo a la difusión y a la construcción del conocimiento en el área biomédica, y es reconocida hoy por su calidad científica, lo que la ha llevado a estar presente en las más importantes bases bibliográficas, generando un impacto positivo debido a su amplia difusión nacional e internacional. En este contexto, invitamos a todos nuestros lectores a consultar nuestros artículos en las bases bibliográficas y a hacer parte de esta iniciativa de gestión del conocimiento de la Revista Nova.


  En este número presentamos importantes artículos en temas de interés para la comunidad académica especializada en ciencias biológicas y médicas. En el primer artículo, los investigadores Leonardo Yunda, David Pacheco y Jorge Millan del Bioinnova Group, School of Health Universidad Nacional Abierta y a Distancia (UNAD) y el Department of Electrical Engineering and Computer Science, Massachussets Institute of Technology presentan en su artículo titulado: “A Web-based Fuzzy Inference System Based Tool for Cardiovascular Disease Risk Assessment” el desarrollo de una herramienta Fuzzy de Inferencia basada en la Web para la evaluación del riesgo cardiovascular, que permite a los profesionales de la salud ingresar los datos clínicos del paciente y obtener una predicción del riesgo cardiovascular. La herramienta también podrá ser utilizada para predecir otros tipos de riesgos, incluyendo condiciones de enfermedades cognitivas y físicas.


  Así mismo, Gladys Pinilla B., Bibiana Chavarro P., Natalia Moreno A., Jeannette Navarrete y Liliana Muñoz M., del Grupo Rema, Programa de Bacteriología y Laboratorio Clínico, Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, en su artículo titulado: “Determinación de los genes, 16S ADNr, polA, y TpN47, en la detección de Treponema pallidum subsp. pallidum para el diagnóstico de sífilis congénita”, comparan el comportamiento de tres genes diana 16S ADNr, polA, y TpN47, para la detección de T. pallidum subsp. Pallidum, encontrando que el gen TpN47 se puede usar como blanco molecular para el diagnóstico oportuno de sífilis congénita por medio de PCR anidada y en tiempo real, ya que alcanzó la máxima sensibilidad y especificidad en este estudio.


  Por otra parte el Grupo de investigadores Luz Mabel Ávila Portillo, Derly Johanna Franco, Ruiz, Jenniffer Priscila Ávila García, Ángela Giselle Riveros Arocha y Mauricio Sabogal, del Grupo de Banco de Células Stem Medicina Regenerativa y el Hospital Militar Central, comparan la viabilidad, crecimiento en cultivo, fenotipo y diferenciación a linaje osteogénico de ADAS (Adipose-Derived Adult Stem Cells) pre y post congelamiento, determinando que las células congeladas con la solución crioprotectora DMSO/Dextrano40/HSA y con un cultivo previo al congelamiento, presentaban porcentajes de viabilidad más altos y alcanzaban confluencia del 80% en cultivo en menos tiempo.


  Los investigadores Marco Antonio Márquez Gómez y Graciela María Gómez Díaz, del Grupo de investigación TECNNOSALUD de la Universidad Nacional Abierta y a Distancia, en su artículo titulado: “Accidente ofídico en el departamento de Sucre, Colombia” Describen el comportamiento del accidente ofídico, mediante el análisis de 803 reportes de accidentes ofídicos notificados al sistema de vigilancia epidemiologia del departamento de Sucre, encontrando que en el 48.2% de los casos, el género Bothrops se identificó como el agente agresor y en el 83.9% de los casos la mordedura se localizó en las extremidades del paciente.


  Las investigadoras Lucia Constanza Corrales, Diana Marcela Antolinez Romero, Johanna Azucena Bohórquez Macías y Aura Marcela Corredor Vargas, de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, en su artículo titulado: “Bacterias anaerobias: procesos que realizan y contribuyen a la sostenibilidad de la vida en el planeta” desarrollan una revisión sobre la importancia de estos microorganismos y su papel en los procesos que contribuyen al mantenimiento de la vida misma.


  Las investigadoras Adriana Paola Jutinico Shubach, Alejandra Mantilla Galindo y Ruth Mélida Sánchez Mora, de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, en su artículo titulado: “Regulación de la familia de proteínas BCLl-2 en células infectadas con Chlamydia trachomatis” revisan los mecanismos inhibitorios de la apoptosis usados por Chlamydia trachomatis frente a la familia de proteínas Bcl-2, para lograr su supervivencia intracelular.


  El investigador, Elías Alberto Bedoya Marrugo de la Fundación Universitaria Tecnológico Comfenalco, Facultad de ingeniería, Programa de Tecnología en seguridad e higiene ocupacional, en su artículo titulado: “Comportamiento de la accidentalidad en una empresa metalmecánica en Cartagena, Colombia”, encontrando altos índices de accidentalidad en los trabajadores en los cargos de aprendiz y ayudante, afectando principalmente a las extremidades superiores e inferiores.


  Finalmente, los investigadores Sara Arias, Mariana Gómez y Luis Gustavo Celis de la Facultad de Medicina de la Universidad de La Sabana, presentan un interesante reporte de caso de una paciente de 23 años diagnosticada con Síndrome de Susac. Como pueden observar los lectores, Nova es una publicación que continua aportando al conocimiento biomédico, difundiendo los resultados de importantes investigaciones científicas, por lo que nuestro objetivo es continuar este proyecto, incorporando nuevas discusiones, cada vez con mayor rigor académico, siendo más críticos y haciendo lo posible por que cada número de la Revista Nova tenga mayor visibilidad, mediante su incorporación a nuevas redes, directorios y bases bibliográficas de impacto mundial.


  Olga Lucia Ostos Ortiz Bsc, Msc, MPA.

  Editora Revista Nova
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  Abstract


  Objective: a Web-based Fuzzy Inference Tool for cardiovascular risk assessment has been developed. The tool makes use of inference rules from evidence-based medicine for membership classification. Methods: the system framework allows adding variables such as gender, age, weight, height, medication intake, and blood pressure, with various types of membership functions based on classification rules. Results: the tool allows health professional to enter patient clinical data and obtain a prediction of cardiovascular risk. The tool can also be later used to predict other types of risks including cognitive and physical disease conditions.


  Keywords: Cardiovascular risk assessment, Fuzzy Logic, Evidence Based Medicine

  


  Resumen


  Objetivo: desarrollar una herramienta Fuzzy de Inferencia basada en Web para la evaluación del riesgo cardiovascular. La herramienta hace uso de reglas de inferencia de medicina basada en evidencia para la clasificación de membresía. Métodos: el marco del sistema permite la adición de variables como el género, la edad, el peso, la altura, la ingesta de medicamentos, y la tensión arterial, con varios tipos de funciones de pertenencia basada en reglas de clasificación. Resultados: la herramienta permite a los profesionales de la salud ingresar los datos clínicos del paciente y obtener una predicción del riesgo cardiovascular. La herramienta también puede ser utilizada más adelante para predecir otros tipos de riesgos, incluyendo condiciones de la enfermedad cognitivas y físicas.


  Palabras clave: evaluación de riesgo cardiovascular, lógica difusa, medicina basada en evidencia.

  


  Introduction


  Cardiovascular disease (CVD) has traditionally being considered one of the leading causes of morbidity and mortality in the United States and abroad. Accounting for 1 in every 4 deaths each year, the CVD problem is a health threat to our population and a large cause of expenses in healthcare systems. In Colombia, for example, in the period of 2008-2013, CVD deaths counted for 23.5% of the total deaths (1) causing a huge cost in the healthcare economic resources. CVD is, however, a highly preventable disease when making corresponding life style changes in diet and physical activity, for example, that impact the patient’s modifiable factors such as body mass index, waist circumference and cholesterol levels. These factors have been traditionally viewed as precursors to CVD. As the effectiveness of CVD management methods based on medication are only assessed from clinically validated studies done on a large population, their application to an individual patient is not always certain, effective and turns out to be a lengthy and expensive process. A difficulty of traditional CVD treatment actions is the fact that CVD risk depends on a number of variables and factors that are difficult to evaluate and associate with a precise disease risk level. Thus, in order to manage and minimize the amount of cardiovascular events arising every year there has to be a proper disease prevention program focused on the individual that first evaluates his/her risk of acquiring or exacerbating CVD.


  General promotion of health and prevention of disease programs have statistically shown to be effective in reducing the number of CVD events in the population but are not targeted to each individual. Conditions and risk factors of individuals are not usually known or assessed from the electronic medical record so customizing precise wellness programs for each individual is not easily accomplished. A more efficient approach is to use online and medical informatics tools for evaluating disease states and risks or exacerbating or acquiring a condition. Although, the basic CVD risk computational algorithms such as the Framingham risk score (2,3) and, lately, Chad2 (4) can at some level predict the outcome of an individual from acquiring or exacerbating CVD, those tools are based on hard but simple inferences and transitions from one state into another state (“normal” SBP = 120mmHg, “high” > 130 mmHg; Hypertension: SBP > 160 mmHg; Age > 75 years). These algorithms do not take into consideration key behavioral risk factors such as patient awareness of his/her condition, stress levels, anxiety, and sleep levels, as well as the inherent ambiguity in their classification process.


  Our approach described in this work uses computational tools and evidence-based medicine to infer CVD risks levels on an individual. With this knowledge, proper prevention measures can be taken. By using patient’s blood pressure, age, body mass index, gender, and behavioral factors, a system can be devised to map these inputs to an output of CVD risk. As these variables can combine to produce an overall risk score, we are proposing a computational model that takes into account ambiguity in the classification process. We then make this tool accessible online for wellness awareness that allows the mapping from a dataset to a risk score level using a medical knowledge base. The tool can then be augmented to infer risks levels for other disease conditions.


  Fuzzy Diagnosis


  Uncertainty plays a key role when using patient data to classify patients into a class of wellness states and disease conditions. Linguistic uncertainty, natural diversity and subjectivity are present in medical diagnosis. The meaning of “high”, in the context of measurement of blood pressure, for example, might have different implications depending on the medical history of the patient, the healthcare professional and the clinical context. Thus, while the measurement of blood pressure can be known, with negligible statistical uncertainty, the interpretation of the result may have different meanings and courses of action depending on the clinical context (5). In this scenario, Fuzzy theory has been demonstrated to be an ideal approach for handling non-statistical uncertainty.


  Due to its ability to handle non-statistical ambiguity, Fuzzy classification has been incorporated into various medical fields such as anesthesia monitoring (6-8) and cardiology (9-13). It has also generated advancements from axial artificial heart pumps (14) through the use of fuzzy control systems, to automatic evaluation of CT scan heart slices for creating 3D/4D heart models (15).


  In terms of using Fuzzy sets to evaluate CVD, approaches such as that by M. Eswara Rao and Dr. S. Govinda Rao (16) have been implemented for coronary arterial disease diagnosis. Jose Antonio Sanz’s et. al. (17) presented an approach for medical diagnosis of cardiovascular diseases using an interval-valued fuzzy rule-based classification system with dynamic rules. Other proposed CVD systems include Fuzzy inference for coronary disease screening (18) and assessment (19), in clinical decision support systems (20), and for heart disease diagnosis (21). A review of applications of Fuzzy sets in healthcare systems is presented in the paper of Lazzari (22).


  Fuzzy Logic


  Fuzzy logic, introduced by Lofti A Zadeh in 1965 (23), allows for a novel methodology when classifying data when there is non-statistical ambiguity. In medicine it is useful in applications when subjective patient data must precisely map to a single output, such as in applications of cardiovascular disease risk assessment. Examining a glass of water as an example, before the methods introduced by fuzzy logic, computer perspective would see a glass of water as empty, 0, or full, 1 in what is called a digital approach. However, from human interpretation we can see that this is not always the case – in fact, it rarely ever is. Fuzzy logic allows us to map the quantity of water in the glass to two different functions – namely empty and full – and we can then see the glass as being a “member” of these two functions with varying degrees. These degrees range from 0 to 1; 0 being the lowest degree of membership and 1 being the highest. For illustration purposes, an example is shown in Table 1 of three classification approaches applied to 6 different objects, when classifying each object into A, B or C categories (24). As shown from the Table, Fuzzy allows a soft non-rigid non-exclusive approach for classifying the objects into the A, B or C classes.
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  The Fuzzy method can be applied in healthcare when ambiguity exists in the classification process. When classifying a patient as “old” it is then possible to not take abrupt (hard) transitions in age to distinguish between young and old, thus eliminating the observer ambiguity. When applying Fuzzy to factors such as Age, BMI, or Blood Pressure, we can obtain a smoother transition curve that is more precise and impartial. Following this principle, a Fuzzy classification approach for atrial fibrillation cardiac arrhythmia is discussed in (25). In our current work, however, we have created a framework that can be applied to other disease conditions and it is not limited only to CVD. The following pages explain how this approach can be used to create a Fuzzy-Based Heart Diagnostic System and show mathematical models and graphs obtained using the MATLAB’s Fuzzy Inference System tool.


  Membership Functions


  Membership functions, or the functions used to map input to the different classifications in the range from 0 to 1, vary in terms of shape. The most commonly used ones are triangular, trapezoidal, and Gaussian functions. A triangular function has a constant slope, which directly affects the degree of membership, and only has one point of complete degree – or a value of 1. Trapezoidal functions are similar to triangular ones but have a range of complete degree values. Gaussian functions, the ones used by our Fuzzy-Based Heart Diagnostic System, have varying slopes due to the curvature of the functions and maintain the single point of complete degree that triangular functions have. The mathematical formula for this function is shown below:
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  Where U(x) represents the membership degree U based on the input value x, c represents the mean value for the maximum of the Gaussian function or a complete degree of 1, and is a value used to represent the standard deviation of the function. Gaussian distribution functions are the preferred choice to represent variations as many physical and social processes in nature follow the Gaussian distribution around a mean value. By using this function we will obtain a value ranging from 0 to 1 to account for a process that is known as fuzzification. For purposes of synthesis, we will only discuss the following factors into our calculation of CVD risk: Age, Body Mass Index (BMI), Gender, Blood Pressure and Medication intake.
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  Age


  The designed Fuzzy-Based Heart Diagnostic System uses age as an input field taken into consideration when calculating the risk of heart disease. Age has been used to diagnose heart disease because of the importance in predicting the progression of CVD. Studies and clinical data have shown that as age of the individual increases, blood pressure naturally increases due to the narrowing of blood vessels; we therefore account for that normality in our system. Four fuzzy sets, or ranges encompassed by each membership function, have been developed to account for ages ranging in the linguistic terms of Young, Mid-Age, Old, and Very Old. The precise mapping of input to a fuzzy set is shown below:
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  These four membership functions are mapped to a degree of membership as shown by the following figure:
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  Body Mass Index


  Our input pool also includes the patient’s body mass index – a calculation directly based off of the patient’s height and weight.
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  Where M is the patient weight in Kg and H is the height in meters. This measurement enables us to classify the patient, according with membership functions, as Underweight, Normal, Overweight, or Obese. Certainly, implications of being in the last two categories include effective narrowing of the blood vessels as they become clotted with fat. Of course, a person’s risk of heart disease cannot be solely linked to his or her body mass index and therefore this is just an enhancement to the calculation rather than a main point of comparison. The ranges that correspond to the linguistic terms given above are as follows:
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  Gender


  We have also included gender as another parameter to include in the calculation of a patient’s risk of heart disease. It has been statistically proven that gender has an effect on the likelihood of someone suffering from a heart disease, especially in people of younger ranges of age. Because gender does not require a membership function, as it simply contains two different values. A person can only belong to one of these values, therefore no ranges or degrees of membership are assigned. Rather, Female is represented by a value of 0 and Male is represented by a value of 1 – for no other reason than the first value, or 0, being associated with the best characteristics in terms of output. In order to see how gender is used in conjunction with blood pressure, age, or BMI we later provide the set of rules used to evaluate the risk of heart disease.
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  Blood Pressure


  The next input is one of the most important ones in recognizing heart disease. Blood pressure tells us what the patient’s current resting heart condition is, which, when mixed with factors such as medication or body mass index allows for a more precise heart disease risk assessment. In our fuzzy system it is divided, like age, into four different linguistic terms, each corresponding to a membership function. The terms and the corresponding ranges are as follows:
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  Medication and Knowledge


  Another input parameter that we have incorporated into our system is whether the patient is taking high blood pressure medication or not. By analyzing the nature of this variable, and later proposed in our rule set, we can see that if a patient has high blood pressure and is taking medication, the risks become even greater than if he or she weren’t taking that medication. This is because the fact that the medication is not helping to relieve the blood pressure allows for the deduction that the patient is at a much higher risk for heart disease. This is coupled with the knowledge of having high blood pressure to create an even more precise calculation for output. For example if someone is aware of their high blood pressure but is not taking medication, then the risk would be higher than if that person were not aware. This can be deducted from simple human nature, considering that the person was unwilling to get medication even after having been diagnosed of high blood pressure leads to the system calculating a higher risk for heart disease.


  These two parameters, much like Gender, only have two values from which a patient can only logically choose one. For Medication, the values are No medication and Yes medication – 0 and 1 respectively. For Knowledge, it is Yes knowledge and No knowledge - 0 and 1 respectively. For further information on these two variables and their role in the calculation of heart disease risk, we will look at the rules section.


  Heart Disease Risk


  In a fuzzy system, output is also associated to membership functions. This is so in order to derive a more accurate result from the input we obtain. A user may fall under different risk ranges with varying degrees of membership; this is then calculated to give what is called a crisp output, or an output that is clearly associated with a risk level. The linguistic terms used to describe the risks and their corresponding ranges are as follows:
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  Rules and Output


  A fuzzy approach to any sort of issue needs to have a rule set as the main point of calculation mapping input to output. In our Fuzzy-Based Heart Disease Diagnostic System we have a total of 27 rules encompassing the main associations of groups of inputs to a type of output. The rule structure tends to be in the form:


  If (Input1 is TermRange1) …


  OR/AND (Input2 is TermRange2)…


  Then (Output is TermRange3)


  Formula 3: Rule Syntax


  Where Input is any of the abovementioned input types – Age, Blood Pressure, Medication, etc –, TermRange is a linguistic term used to describe the Input preceded by the word “is” – Young, Overweight, Severe, etc -, and Output is simply whatever output we are choosing to map our input to, in our case since there is only one output – Risk – we do not need to worry about that.


  The words OR and AND are not interchangeable, as can logically be inferred, and even differ in the way the rule is calculated. In our system, we have made rules using AND only. The main distinction, which can also be altered based on technical preference and the purpose of the system, between OR and AND is that OR uses a max function to calculate the resulting output for the individual function, while AND uses the min function to calculate it.


  To explore what this means in terms of degrees of membership let’s use the example above. If Input1 belongs to TermRange1 with a degree of 0.7 and Input2 belongs to TermRange2 with a degree of 0.8 and the “AND” delimiter is used in the rule, the min function will be activated and the lowest degree of membership will be used – 0.7 in this case. If OR were to be used, the highest degree of membership would be taken – 0.8 in this case. This degree is then used to state that Output belongs to TermRange3 with a degree of 0.7, if AND is used, or 0.8, if OR is used.


  The rules included in our Fuzzy-Based Heart Disease Diagnostic System can be shown in the following snapshot of MATLAB’s Fuzzy Inference System Rule Modifier. They follow the syntax represented above and include a number in parenthesis at the end of each line corresponding to the weight of the associated rule. The lower the weight value, the less of a role the rule plays in calculating the output.
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  After each individual rule is processed and based on whether the requirements for the rules are met or not, we will obtain a range of degrees of membership to each of the output membership functions. Two rules may provide a different degree of membership to the same output function. In order to deal with this discrepancy in rules, fuzzy logic allows us to choose whether we want to use the min, max, product, or a variety of other methods to calculate the final degree membership of each of the output functions. In our system we use the max function, which keeps the maximum degree of membership associated with each of the membership functions. Now that we have a degree for each membership function in the Risk output, we need to involve another equation to evaluate the final output, or what is called the crisp output in the defuzzification step. The formula used in this step is as follows:
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  Where Mn is the membership degree, obtained from the rules, for function n – n being 1 for the first function, in our case Healthy, 2 for the second function, or in our case Mild, and so on -, cn is the c value used in Formula 1 to create the membership function – or in other words, the value at which the membership degree is 1 -, and y is the crisp output – our final measure of heart disease risk.


  Web implementation


  It is possible to create a Fuzzy Approach to a problem using MATLAB’s Fuzzy Inference System. The system allows us to clearly see the relationship between input and output and to modify the types of calculations done by the rules and output degree mapping. The graphical models that it creates are also good in showing the membership functions as a group in 2D and 3D graphs.


  In our web approach for the Fuzzy-Based Heart Disease Diagnostic System we have used the programming language PHP as well as an Apache server for development. A simple HTML form used to acquire input, coupled with a PHP form handler and several functions to create membership degrees, rules, and crisp output have been programmed in order to allow for a website accessible to patients.
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  Conclusions and Future Work


  We have developed a Web based Fuzzy inference tool that evaluates the risk of acquiring or exacerbating cardiovascular disease. The inference tool makes use of classification rules based on membership degrees obtained from evidence based medicine and knowledge base from a 600 patient database previously assessed for cardiovascular risk. The significance of this tool is that it allows using soft classification rules that have overlapping degrees of membership, which can be obtained from experience and from patient data. This in turn, can be dynamically adjusted based on the population and particular demographics of the dataset. The web-based tool can later be transformed and augmented to allow for evaluation of risk of acquiring any type disease condition based on inference from knowledge bases and evidence base medicine.
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  Resumen


  Objetivo. Comparar el comportamiento de tres genes diana 16S ADNr, polA, y TpN47, para la detección de T. pallidum subsp. pallidum. Métodos. Se usaron técnicas moleculares como la reacción en cadena de la polimerasa en muestras de cordón umbilical. Mediante PCR convencional, PCR anidada y PCR en tiempo real se amplificaron blancos moleculares del microorganismo. Resultados. Se evidenció que con los tres genes por PCR convencional se obtienen similares resultados, pero por con PCR anidada y PCR en Tiempo Real, el gen TpN47 tiene mayor sensibilidad en comparación con los genes polA y 16S ADNr. Se concluye que el gen TpN47 se puede usar como blanco molecular para el diagnóstico oportuno de sífilis congénita por medio de PCR anidada y en tiempo real, ya que alcanzó la máxima sensibilidad y especificidad en este estudio.


  Palabras clave: Sífilis congénita, Treponema pallidum subsp. pallidum, PCR anidada, PCR en Tiempo Real.

  


  Abstract


  Objective. To compare the behavior of the three target genes (16S rDNA, polA, and TpN47) for the detection of T. pallidum subsp. Pallidum. Methods. Molecular techniques such as polymerase chain reaction were used on samples of an umbilical cord. Molecular targets of the microorganism were amplified by means of conventional PCR, nested PCR and real-time PCR. Results. Similar results for the three genes were obtained by conventional PCR; but in the case of nested PCR and real-time PCR, the gen TpN47 exhibited higher sensitivity in comparison to the genes polA and 16S rDNA. In conclusion, the gen TpN47 can be used as a molecular target for the prompt diagnosis of congenital syphilis through nested PCR and real-time PCR due to its high sensitivity and specificity shown in this study.


  Key Words: Congenital syphilis, nested PCR, real-time PCR, Treponema pallidum subsp. pallidum.

  


  Introducción


  La sífilis es una infección de transmisión sexual (ITS), considerada un problema de salud pública, causada por el T. pallidum subsp. pallidum, que en ausencia de tratamiento permanece latente indefinidamente en los pacientes infectados; adicionalmente, se ha reportado que existe una significativa asociación entre la sífilis y el riesgo de incrementar la infección por VIH (1,2).


  La transmisión transplacentaria del patógeno o sífilis congénita (SC), se caracteriza por la ausencia de manifestaciones de la sífilis temprana en el feto. En estos casos, una vez el T. pallidum subsp. pallidum ha alcanzado el torrente sanguíneo, se evidencia la afectación de órganos, hematopoyesis extramedular y manifestaciones derivadas de la respuesta inmune local. La Organización Panamericana de la Salud (OPS) define el caso confirmado de SC teniendo en cuenta otros parámetros del “producto de la gestación” (aborto, mortinato o nacido vivo) (3,4).


  La sífilis tiene un alto impacto socioeconómico ya que durante el embarazo provoca cerca de 305.000 muertes fetales y neonatales, y deja 215.000 lactantes en riesgo de muerte cada año (2). Entre los programas y políticas sanitarias implementadas por Colombia, donde es considera como una enfermedad venérea de notificación y declaración obligatoria (3), se encuentra la tamización para sífilis en mujeres gestantes durante el control prenatal y al momento del parto; sin embargo, la falta de diagnóstico precoz y la falta de cobertura nacional para el manejo adecuado de la sífilis gestacional (SG), ha ocasionado un aumento considerable de los casos de sífilis congénita (SC) y neurosifilis (NS).


  El diagnóstico de SC se realiza de forma presuntiva y puede basarse en la aparición de características clínicas específicas, aunque la mayoría de los casos es asintomática. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una herramienta diagnóstica de alta sensibilidad y especificidad, utilizada durante las últimas dos décadas, en la detección del T. pallidum subsp. pallidum en muestras clínicas como sangre total, suero fetal neonatal y materno, LCR, ulceras genitales, chancros, humor acuoso, sangre total y líquido amniótico entre otros (5-9). Dentro de los genes que se han empleado como herramienta molecular diagnóstica, se encuentran los genes 16S ARNr, polA, tpr, arp, TpN47, tpf-1, bmp, tmpA, tmpB (6, 8). Algunos de los más usados son el gen TpN47, que codifica para la proteína de membrana de 47-kDa; el gen polA, que codifica para la ADN polimerasa I de T. pallidum subsp. pallidum, y el gen 16S ARN ribosomal que posee secuencias altamente conservadas que favorecen la tipificación de la espiroqueta (10-13).


  El objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de los genes 16S ADNr, polA y TpN47, como dianas diagnósticas, en muestras de sangre de cordón umbilical inoculadas experimentalmente, mediante PCR convencional, PCR anidada y PCR en tiempo real, para su uso en la detección del T. pallidum subsp. pallidum.


  Materiales y métodos


  Tipo de muestra: el microorganismo T. pallidum subsp. pallidum se obtuvo a partir de exudados de testículos de conejos infectados con la cepa control Nichols, proporcionada por el Departamento de Inmunopatología de la Sífilis de la Universidad de Washington Seattle USA. Cada exudado fue resuspendido en Buffer de lisis 2X (Tris 10mM pH 8.0, SDS 0,5% y EDTA 0.1M pH 8.0).


  Infección de muestras: las inoculaciones en muestras negativas de sangre de cordón umbilical (1 mL) fueron realizadas con exudados de testículo infectado de conejo (25 ul, 50 ul y 100 ul).


  Extracción de ADN: para obtener el ADN del T. pallidum subsp. pallidum se realizó un pre tratamiento con 17.5 ul de Proteinasa K (20 mg/mL) y se incubó en baño seco a 56°C por 1 hora con la solución de lisis, teniendo en cuenta las recomendaciones suministrada en el kit Genomic DNA Purification (Promega®). Para las muestras de sangre de cordón umbilical inoculadas, se tomaron 500 ul de estas para realizar un pre tratamiento con 50 ul de Proteinasa K (20 mg/mL), mediante incubación en baño seco a 65°C por 1 hora; posteriormente se procedió con la extracción de ADN descrita anteriormente.


  La cuantificación del ADN extraído se hizo en el equipo NanoDrop® y verificando la pureza a través de geles de agarosa al 1.8%.


  PCR convencional y anidada: para la amplificación de los tres genes diana (polA, 16S ADNr y TpN47), las condiciones de normalización para la amplificación de una reacción de 20 ul fueron: MgCl2 3 mM, dNTPs 200 uM, primers sentido y antisentido 0.25 uM polA1, 16Ssif1 y TpN471 (Tabla 1), Taq polimerasa (Promega®) 0.5 U y ADN de T. pallidum subsp. pallidum a diferentes concentraciones. La reacción de amplificación se realizó en un termociclador (Maxigene) a 94°C por 5 min; 94°C por 30 seg, anillaje que depende de cada gen (polA 63°C, 16S ADNr y TpN47 62°C) y extensión (72°C) por 35 ciclos. Los productos fueron analizados por geles de agarosa al 1.8% teñidos son GR SAFE®.


  Los productos de amplificación obtenidos por PCR convencional, se re-amplificaron utilizando PCR anidada mediante una segunda pareja de primers internos (polA2, 16Ssif2 y TpN47-2); las condiciones usadas fueron las anteriormente mencionadas.
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  PCR en Tiempo Real (PCR – tr): para la detección del gen TpN47 por PCR -tr se usó el kit Platinum® SYBR® green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) como agente intercalante y se llevó a cabo en el termociclador iQ5 (BioRad). Las condiciones utilizadas para una reacción de 25 ul fueron SYBR® Green 1X, primers sentido y antisentido 0.14 uM, Tabla 1.


  Sensibilidad y especificidad: para estos ensayos se determinó la mínima cantidad de ADN que se detecta con la amplificación de cada uno de los genes y teniendo en cuenta cada tipo de PCR utilizada. Para analizar la especificidad de las pruebas, se utilizó ADN humano de individuos sanos y 6 diferentes microorganismos con el fin de establecer la ausencia de reactividad cruzada con los mismos (S. enteritidis, K. oxytoca, P. mirabilis, E. coli, E. aerogenes, C. freundii).


  Clonación: para realizar una curva de calibración con el número de copias detectado del T. pallidum subsp. pallidum, se clonó un inserto de 210 pb obtenido como amplicon por PCR a partir de la secuencia del gen TpN47, en el vector de clonación pJET1.2/blunt con el Kit CloneJET™ PCR Cloning (Thermo Scientific™) siguiendo las recomendaciones del fabricante y usando células E. coli TOP10 para la transformación; el rastreo de colonias se llevó a cabo por PCR convencional.


  Resultados


  PCR convencional y anidada


  A partir de las extracciones de ADN de T. pallidum subsp. pallidum, las cuales fueron monitoreadas tanto por espectrofotometría como por electroforesis en geles de agarosa (datos no mostrados), se procedió a los ensayos de PCR convencional usando dos parejas de primers para cada uno de los genes con el objetivo de utilizarlos posteriormente en un ensayo de PCR anidada, Figura 1.
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  Con el gen TpN47 se evidenció una sensibilidad del orden de picogramos utilizando PCR anidada mientras que con los genes polA y 16S ADNr se llegó al orden de nanogramos por PCR convencional, Tabla 2.
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  PCR en Tiempo Real


  Diluciones seriadas (en base 2) de ADN de T. pallidum subsp. pallidum, se analizaron para la amplificación del gen polA; los valores de Ct obtenidos oscilaron entre: 20,74 y 25,05, considerado como un resultado positivo, Figura 2, y valores de Ct por encima de 32.0 se consideró como un resultado negativo, Tabla 3. Muestras de ADN humano y de los otros microorganismos como S. enteritidis, K. oxytoca, P. mirabilis, E. coli, E. aerogenes, C. freundii, se analizaron con el fin de evaluar la especificidad frente a estos, la cual fue del 100%, Tabla 3. Para el gen TpN47, diluciones seriadas de ADN de T. pallidum subsp. pallidum fueron analizadas, encontrando que los valores de Ct considerados positivos oscilan entre: 27.0 - 29.0 y resultados negativos por encima de 32.0, Figura 3.


  Para establecer con exactitud el número de copias detectadas por PCR en tiempo real, se realizaron 14 diluciones seriadas con ADN clonado del gen TpN47 determinando que los valores de Ct entre 10.52 y 16.13 son consideran como resultados positivos y valores por encima de 32.0 como resultado negativo, Figura 4. El análisis de TpN47 en muestras de ADN humano y de los otros microorganismos mostro un 100% de especificidad, Tabla 3.
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  Discusión


  Se han descrito diversos tipos de PCR para el hallazgo de T. pallidum subsp. pallidum, mediante la amplificación de genes diana con potencial diagnóstico para sífilis congénita en muestras clínicas. Dentro de los genes que se han empleado están el 16S ADNr, polA, TpN47, utilizados en este estudio (6, 8, 10-13).


  El genoma del T. pallidum subsp. pallidum tiene un tamaño relativamente pequeño: 1.138.006 pares de bases que contienen 1041 marcos de lectura abiertos (ORFs) (14). En el año 2013 se realizó la re-secuenciación completa del genoma y se detectaron aproximadamente un 11.5% de errores en los genomas secuenciados (119 genes afectados). Esta re-secuenciación mostró que hay dos subgrupos genéticos distintos que causan sífilis en los seres humanos. Por esta razón, para el diseño y uso de los primers en el presente estudio, se tomaron las secuencias reportadas como resultado de la resecuenciación del genoma de la espiroqueta (15).


  El ARN ribosomal del T. pallidum subsp. pallidum posee secuencias altamente conservadas que además de favorecer la tipificación de la espiroqueta, ha permitido la comprensión de la evolución del genoma del microorganismo, así como las relaciones filogenéticas entre las especies del género. En nuestro trabajo se amplificó una región de 203 pb del 16S ADNr del T. pallidum subsp. pallidum, detectada mediante PCR convencional, alcanzando menos sensibilidad (32 ng) que la obtenida con el gen polA (3,28 ng) para la detección de ADN de la espiroqueta. Estos resultados contrastan con el uso de RT-PCR para amplificar el gen 16S ARN detectándose un único organismo en muestras control (16). Por otra parte, para un diagnóstico clínico, el protocolo usado en este último estudio, es más complejo, costoso y requiere de confirmación mediante el uso de Southern blot, lo cual dificultaría el empleo de esta tecnología en laboratorios clínicos no especializados.


  En cuanto al uso del gen polA, que codifica para la ADN polimerasa I del T. pallidum subsp. pallidum, ha sido ampliamente estudiado debido a la homología de la enzima con las ADN polimerasas I de otros microorganismos. En este estudio, los resultados con este gen, muestran que se logra una sensibilidad del orden de nanogramos por PCR convencional y de picogramos con PCR-tr (ver tablas 2 y 3). Se ha reportado el uso del gen polA, con una sensibilidad de 95.8% y una especificidad de 95.7%, similar a nuestros resultados, lo que sugiere que se puede usar como método diagnóstico de rutina para la sífilis (17, 21). Es de anotar que para la cuantificación del número de espiroquetas obtenida en otros estudios con muestras de sangre total de pacientes adultos, se estableció una sensibilidad de 15 a 150 copias/ml (8).


  Con el gen TpN47 con PCR anidada, se llega a una sensibilidad (100%) del orden de picogramos (0,032 pg) y a una especificidad del 100%. Cabe destacar que esta muestra corresponde a un ADN purificado y que en la práctica clínica, posiblemente no se llegue a este orden de sensibilidad. Por otra parte, este gen fue usado para el diagnóstico de NS en LCR, comparado con las pruebas diagnósticas establecidas por la Organización Mundial de la Salud (OMS), donde 0evidenció la capacidad del microorganismo para invadir el SNC durante las etapas primarias de la enfermedad (18). Asimismo, usando tejidos embebidos en parafina, muestras de líquido amniótico, suero y LCR neonatal, se obtuvo una sensibilidad de aproximadamente 0,01 pg de ADN purificado de T. pallidum subsp. pallidum, después de la amplificación por PCR (13); estos resultados llegan al mismo orden de sensibilidad al que se reporta en este estudio.


  Debido a los hallazgos promisorios con el uso del gen TpN47, se ha diseñado una PCR-tr que detecta T. pallidum subsp. pallidum sin reactividad cruzada con treponemas de la flora común de la piel o con patógenos asociados a ITS; esta prueba se puede utilizar para detección y cuantificación del microorganismo en diferentes lesiones y etapas de la enfermedad, encontrándose que en la sífilis primaria hay gran cantidad de microorganismos en úlceras, pero un número de copias bajo en sangre; en la sífilis secundaria hay una mayor bacteremia, mientras que en la etapa latente, la bacteremia y la carga treponemica se detecta con menor frecuencia (20).


  Aunque el gen TpN47 es el que presenta los mejores resultados en cuanto a sensibilidad y especificidad, los genes 16S ADNr y polA, podrían ser usados para la tipificación molecular que surge como herramienta importante para vigilar la aparición de cepas resistentes a macrólidos, evaluar los subtipos asociados con la afección del SNC, diferenciar procesos de infección y re-infección, así como la comprensión de la transmisión de T. pallidum subsp. pallidum y el comportamiento epidemiológico de la enfermedad. Para este mismo fin, se ha utilizado el gen arp (acidic repeat protein) y la familia de genes tpr subfamilia II (tprE, tprG y tprJ) (22, 23). Posteriormente, se adoptó el estudio conjunto con los genes rpsA y tp0548 para aumentar la capacidad discriminatoria de la tipificación de las cepas (24, 25).


  Además de la sensibilidad, las técnicas moleculares requieren evidenciar especificidad analítica, ya que otras espiroquetas y agentes causales de ITS pueden ser detectadas en la misma muestra (10, 11, 28, 30). Por esta razón, se realizó un estudio in silico, previo a los ensayos experimentales, los cuales mostraron que la especificidad con el gen TpN47 fue del 100%.


  Teniendo en cuenta estos resultados, el gen TpN47 sería el candidato como blanco diagnóstico para la detección efectiva y eficaz de sífilis congénita, aportando en la contención de este problema de alto impacto en salud pública, que se relaciona con otras ITS como el VIH, por lo cual es necesario el oportuno diagnóstico y tratamiento para así disminuir el índice de morbimortalidad de neonatos en Colombia.


  Referencias


  1. Organización Panamericana de la Salud. Iniciativa regional para la eliminación de la transmisión materno-infantil de VIH y de la sífilis congénita en América Latina y el Caribe: documento conceptual. Montevideo, Uruguay: OPS, 2009. Publicación Científica CLAP/SMR 1569.


  2. Organización Mundial de la Salud. Infecciones de transmisión sexual. Suiza: Nota descriptiva Nº110, Noviembre de 2013 [consultado el 9 de Noviembre de 2015]. Disponible en http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs110/es/


  3. Ministerio de Salud y Protección Social. Guía de Práctica Clínica (GPC) basada en la evidencia para la atención integral de la sífilis gestacional y congénita. Bogotá, Colomiba: MinSalud, 2014. GPC-2014-41.


  4. Organización Panamericana de la Salud. Sífilis Materna y Sífilis Congénita: Definiciones de Caso, Boletin Epidemiologico. Estados Unidos: OPS, 2005. Vol. 26, No. 1.


  5. Jethwa HS, Schmitz JL, Dallabetta G, Behets F, Hoffman I, Hamilton H, et al. Comparison of molecular and microscopic techniques for detection of Treponema pallidum in genital ulcers. J Clin Microbiol. 1995; 33(1): 180-183.


  6. Grimprel E, Sanchez PJ, Wendel GD, Burstain JM, McCracken Jr, GH, Radolf JD, et al. Use of polymerase chain reaction and rabbit infectivity testing to detect Treponema pallidum in amniotic fluid, fetal and neonatal sera, and cerebrospinal fluid. J Clin Microbiol. 1991; 29(8): 1711-1718.


  7. Genest DR, Choi-Hong SR, Tate JE, Qureshi F, Jacques SM, Crum C. Diagnosis of congenital syphilis from placental examination: comparison of histopathology, Steiner stain, and polymerase chain reaction for Treponema pallidum DNA. Hum Pathol. 1996; 27(4): 366-372.


  8. Cruz AR, Pillay A, Zuluaga AV, Ramirez LG, Duque JE, Aristizabal GE, et al. Secondary Syphilis in Cali, Colombia: New Concepts in Disease Pathogenesis. PLoS Negl Trop Dis. 2010; 4(5): e690.


  9. de Souza Campos Fernandes RC, Medina-Acosta E. Congenital neurosyphilis. Lancet Infect Dis. 2013; 13(6): 474-475.


  10. Orle KA, Gates CA, Martin DH, Body BA and Weiss JB. Simultaneous PCR Detection of Haemophilus ducreyi, Treponema pallidum, and Herpes Simplex Virus Types 1 and 2 from Genital Ulcers. J Clin Microbiol. 1996; 34(1): 49-54.


  11. Hay PE, Clarke JR, Strugnell RA, Taylor-Robinson D, Goldmeier D. Use of the polymerase chain reaction to detect DNA sequences specific to pathogenic treponemes in cerebrospinal fluid. FEMS Microbiol Lett. 1990; 56(3): 233-238.


  12. Hay PE Clarke JR, Taylor-Robinson D, Goldmeier D. Detection of treponemal DNA in the CSF of patients with syphilis and HIV infection using the polymerase chain reaction. Genitourin Med. 1990; 66(6): 428-432.


  13. Burstain JM, Grimprel E, Lukehart SA, Norgard MV, Radolf JD. Sensitive detection of Treponema pallidum by using the polymerase chain reaction. J Clin Microbiol. 1991; 29(1): 6269.


  14. Fraser CM, Norris SJ, Weinstock GM, White O, Sutton GG, Dodson R. Complete Genome Sequence of Treponema pallidum, The Syphilis Spirochete. Science. 1998; 281(5375): 375-388.


  15. Pětrošová H, Pospíšilová P, Strouhal M, Čejková D, Zobaníková M, Mikalová L, et al. Resequencing of Treponema pallidum ssp. pallidum strains Nichols and SS14: correction of sequencing errors resulted in increased separation of syphilis treponeme subclusters. PLoS One. 2013; 8(9): e74319.


  16. Centurion-Lara A, Castro C, Shaffer JM, Van Voorhis WC, Marra CM, Lukehart SA. Detection of Treponema pallidum by a sensitive reverse Transcriptase PCR. J Clin Microbiol. 1997; 35(6): 1348-1352.


  17. Liu H, Rodes B, Chen C-Y, Steiner B. New Tests for Syphilis: Rational Design of a PCR Method for Detection of Treponema pallidum in Clinical Specimens Using Unique Regions of the DNA Polymerase I Gene. J Clin Microbiol. 2001; 39(5): 1941-1946.


  18. Grange PA, Gressier L, Dion PL, Farhi D, Benhaddou N, Gerhardt P. Evaluation of a PCR test for detection of treponema pallidum in swabs and blood. J Clin Microbiol. 2012; 50(3): 546-552.


  19. Chung KY, Lee MG, Lee JB. Detection of Treponema pallidum by polymerase chain reaction in the cerebrospinal fluid of syphilis patients. Yonsei Med J. 1994; 35(2): 190-197.


  20. Tipple C, Hanna M, Hill S, Daniel J, Goldmeier D, McClure M, Taylor G. Getting the measure of syphilis: qPCR to better understand early infection. Sex Transm Infect. 2011; 87(6): 479-485.


  21. Shields M, Guy RJ, Jeoffreys NJ, Finlayson RJ, Donovan B. A longitudinal evaluation of Treponema pallidum PCR testing in early syphilis. BMC Infect Dis. 2012; 12: 353.


  22. Peng RR, Wang AL, Li J, Tucker JD, Yin YP, Chen XS. Molecular Typing of Treponema pallidum: A Systematic Review and Meta-Analysis. PLoS Negl Trop Dis. 2011; 5(11): e1273.


  23. Pillay A, Liu H, Chen CY, Holloway B, Sturm AW, Steiner B, Morse SA. Molecular subtyping of Treponema pallidum subspecies pallidum. Sex Transm Dis. 1998; 25(8): 408-414.


  24. Katz KA, Pillay A, Ahrens K, Kohn RP, Hermanstyne K, Bernstein KT, et al. Molecular epidemiology of syphilis--San Francisco, 2004-2007. Sex Transm Dis. 2010; 37(10): 660663.


  25. Marra C, Sahi S, Tantalo L, Godornes C, Reid T, Behets F, et al. Enhanced Molecular Typing of Treponema pallidum: Geographical Distribution of Strain Types and Association with Neurosyphilis. J Infect Dis. 2010; 202(9): 1380-1388.


  26. Stamm LV, Bergen HL. A Point Mutation Associated with Bacterial Macrolide Resistance Is Present in Both 23S rRNA Genes of an Erythromycin-Resistant Treponema pallidum Clinical Isolate. Antimicrob Agents Chemother. 2000; 44(3): 806-807.


  27. Michelow IC, Wendel GD Jr, Norgard MV, Zeray F, Leos NK, Alsaadi R, Sánchez PJ. Central nervous system infection in congenital syphilis. N Engl J Med. 2002; 346(23): 17921798.


  28. García P, Grassi B, Fich F, Salvo A, Araya L, Abarzúa F, et al. Diagnóstico de la infección por Treponema pallidum en pacientes con sífilis temprana y neurosífilis mediante reacción de la polimerasa en cadena. Rev Chilena Infectol. 2011; 28(4): 310-315.


  29. Koek AG, Bruisten SM, Dierdorp M, van Dam AP, Templeton K. Specific and sensitive diagnosis of syphilis using a real-time PCR for Treponema pallidum. Clin Microbiol Infect. 2006; 12(12): 1233-1236.


  30. Heymans R, van der Helm JJ, de Vries HJ, Fennema HS, Coutinho RA, Bruisten SM. Clinical Value of Treponema pallidum Real-Time PCR for Diagnosis of Syphilis. J Clin Microbiol. 2010; 48(2): 497-502.


  31. Limberger RJ, Slivienski LL, El-Afandi MC, Dantuono LA. Organization, transcription, and expression of the 5’ region of the fla operon of Treponema phagedenis and Treponema pallidum. J Bacteriol. 1996; 178(15): 4628-4634.


  32. Chen CY, Chi KH, Pillay A, Nachamkin E, Su JR, Ballard RC. Detection of the A2058G and A2059G 23S rRNA gene point mutations associated with azithromycin resistance in Treponema pallidum by use of a TaqMan real-time multiplex PCR assay. J Clin Microbiol. 2013; 51(3): 908-913.


  33. Pandori MW, Gordones C, Castro L, Engelman J, Siedner M, Lukehart S, Klausner J. Detection of azithromycin resistance in Treponema pallidum by real-time PCR. Antimicrob Agents Chemother. 2007; 51(9): 3425-3430.


  34. Ghanem KG. Neurosyphilis: A historical perspective and review. CNS Neurosci Ther. 2010; 16(5): e157-68.


  Artículo original producto de la investigación


  Comparación de la viabilidad y crecimiento en cultivo de células madre adultas obtenidas de tejido adiposo pre y post congelamiento


  Comparison of the viability and growth in stem cell culture obtained from adipose tissue (ADAS) pre and post freeze


  Luz Mabel Ávila Portillo MSc, PhD1, 2, Derly Johanna Franco Ruiz1, Jenniffer Priscila Avila García MSc1, Angela Giselle Riveros Arocha1, Mauricio Sabogal MD2


  1 Stem Medicina Regenerativa

  2 Hospital Militar Central


  Correspondencia: laboratorio@bancodecelulas.com


  Recibido: 09/01/2015 Aceptado: 08/06/2015

  


  Resumen


  Objetivo. Comparar viabilidad, crecimiento en cultivo, fenotipo y diferenciación a linaje osteogénico de ADAS (Adipose-Derived Adult Stem Cells) pre y post congelamiento. Método. Se obtuvieron muestras de TA de individuos sanos que fueron sometidos a liposucción, con posterior digestión enzimática con Colagenasa I. La fracción vascular estromal (FVE) obtenida fue dividida equitativamente en dos fracciones una de las cuales fue criopreservada y almacenada a -196°C y la otra cultivada hasta pase uno antes de ser criopreservada. Ambas fracciones fueron criopreservadas en cámara de congelamiento automatizada utilizando dos soluciones de congelamiento: (A) Dimetilsulfóxido (DMSO)/Dextrano40/albúmina sérica humana (HSA) y (B) DMSO/HESSICO/HSA, mantenidas 3 meses a -196°C y descongeladas con buffer fosfato salino (PBS)/HSA/HESSICO. Posterior a su descongelamiento fueron sometidas a cultivo, recuento, viabilidad celular, fenotipificación y potencial osteogénico. Resultados. Las células congeladas con la solución crioprotectora DMSO/Dextrano40/HSA y con un cultivo previo al congelamiento, presentaban porcentajes de viabilidad más altos y alcanzaban confluencia del 80% en cultivo en menos tiempo. Las muestras expandidas no presentaron diferencias en el fenotipo por citometría de flujo y mostraron diferenciación a linaje osteogénico.


  Palabras clave: células madre mesenquimales, tejido adiposo, criopreservación.

  


  Abstract


  Objective. Comparing viability, growth in culture, phenotype and osteogenic lineage differentiation of Adipose-Derived Adult Stem Cells (ADAS) pre and post freezing. Methods. Samples were obtained from adipose tissue of healthy individuals who underwent liposuction, to which underwent enzymatic digestion with collagenase I. The stromal vascular fraction (SVF) obtained was divided equally into two fractions one of which was cryopreserved and stored at -196 °C and another cultivated to passage 1 (P1) before being cryopreserved. Both fractions were cryopreserved by chamber automated freezing using two solutions: (A) DMSO/Dextran40/HSA and (B) DMSO/HESSICO/HSA kept 3 months at -196°C and thawed in PBS/HSA/HESSICO. After its thawing were also subjected to cultivation, count, cell viability, phenotyping and osteogenic potential. Results. Found that frozen cells with cryoprotectant solution DMSO/Dextran40/HSA and a pre-freezing culture, viability percentages exhibited higher and reached 80% confluence in less time. Expanded samples showed no differences in the phenotype by flow cytometry and shown to osteogenic lineage differentiation.


  Keywords: mesenchymal stem cells, adipose tissue, cryopreservation.

  


  Introducción


  Las células madre (CM) son objeto de estudio como alternativa terapéutica en enfermedades crónico-degenerativas. Por esta razón, la identificación de fuentes celulares diferentes a la médula ósea es motivo de investigación emergente. Los estudios in vitro y ensayos clínicos han demostrado que las CM adultas de tejido adiposo (TA) (ADAS, Adipose-Derived Adult Stem Cells) son una alternativa en medicina regenerativa. De esta manera, la criopreservación de ADAS debe ser optimizada para garantizar almacenamiento seguro y fácil disponibilidad para su utilización a futuro.


  De esta forma, la médula ósea ha sido la fuente principal de células madre adultas, sin embargo en los últimos años se ha descubierto que la fracción estromal del tejido adiposo humano contiene una población de células con características de células stem mesenquimales (MSCs) capaces de autorrenovarse y diferenciarse. Estas células madre adultas (ADAS, Adipose-Derived Adult Stem Cells) son una alternativa en medicina regenerativa, convirtiendo al tejido adiposo en una fuente importante de MSCs (1), ya que además de su fácil extracción en cirugías como la liposucción, permite obtener mayor número de células en comparación con la médula ósea (MO) (2).


  Las MSCs obtenidas de tejido graso pueden diferenciarse in vitro hacia linaje osteogénico, adipogénico, miogénico y condrogénico, demostrado por varios estudios previos (3-5), así mismo exhiben marcadores de membrana de linaje específico similares a los observados en MSCs (CD44+/45-/73+/90+), y pueden ser conservadas a bajas temperaturas durante largos periodos de tiempo, manteniendo todo su potencial hasta el momento de ser reutilizadas en beneficio del paciente (6).


  En la actualidad la criopreservación de las células madre de tejido adiposo se realiza mediante el uso de suplementos proteínicos de origen animal como el suero fetal bovino (SFB) y agentes crioprotectores (ACP) intracelulares como el dimetilsulfóxido (DMSO), usado como crioprotector desde su descubrimiento en 1959 (7). Aunque el DMSO es considerado relativamente no tóxico, no obstante el uso clínico de células tratadas con éste suele causar efectos secundarios y reacciones tóxicas. Además se ha demostrado que induce la diferenciación de las células madre a células cardiacas o neuronales cuando se añade al medio de cultivo celular (8).


  Es así como el éxito de los protocolos para criopreservación depende en gran medida del conocimiento de las características propias del material biológico que desea conservarse, y la manera en que éstas pueden incidir en el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad después de la congelación, así como a la mejor combinación de ACP, ya que hay agentes penetrantes que protegen a las células de las lesiones producidas por las congelaciones a velocidad lenta, y agentes no penetrantes como en Dextrano40, que ejercen su acción crioprotectora promoviendo la rápida deshidratación celular, y se usan de forma asociada (9).


  También se evalúa la posibilidad de incluir en la preparación de soluciones de congelamiento y descongelamiento, los sustitutos del plasma como el HESSICO y expansores plasmáticos análogos, además de la albúmina sérica humana (HSA), ya que sus propiedades coloidales facilitan el transporte a través de la membrana en los procesos de deshidratación e hidratación, semejando su acción terapéutica como sustituto coloidal del volumen plasmático (10).


  Se ha experimentado el almacenamiento a largo plazo de los injertos de grasa con técnicas de congelación sencillas. En un estudio, los injertos de grasa se congelaron en nitrógeno líquido y fueron almacenados a -195.8°C durante un máximo de 8 días. Los resultados demostraron notable mantenimiento de la actividad metabólica mitocondrial. Sin embargo, un estudio independiente indicó que después de la congelación sencilla, hasta el 92,7% de la actividad metabólica de los injertos de grasa se pierde, pero la adición de un agente crioprotector conduce a la preservación de hasta el 54% de la actividad (11). Por lo tanto, es importante desarrollar protocolos de criopreservación evaluando la mejor combinación de ACP y teniendo en cuenta las características de cada tipo de célula con el fin de favorecer la viabilidad y funcionalidad celular.


  En un esfuerzo para hacer frente a los retos que plantea la criopreservación de ADAS, este estudio examinó el cultivo, recuento, viabilidad celular, fenotipificación y potencial osteogénico de ADAS con dos soluciones de congelamiento. Además, de analizar los beneficios de hacer un cultivo previo al congelamiento de las células.


  Materiales y métodos


  Se diseñó un estudio experimental in vitro de riesgo mínimo, teniendo como criterios de selección de los donantes de tejido adiposo una edad mayor a 18 años, sin enfermedades infecto contagiosas y la aceptación de participar en el estudio mediante firma del consentimiento informado.


  El estudio se dividió en cinco fases: 1. Obtención de células de tejido adiposo. 2. Criopreservación y descongelamiento. 3. Cultivo celular. 4. Fenotipificación. 5. Diferenciación osteogénica.


  Obtención y procesamiento del tejido adiposo


  Se recolectó tejido adiposo que iba a ser descartado, de pacientes que se sometieron a cirugías de liposucción convencional o por ultrasonido (VASER®) bajo anestesia general, previa firma de consentimiento informado. Las intervenciones fueron realizadas en la Clínica Sabamec (Bogotá, Colombia) durante los años 2011 y 2012.


  El procesamiento del tejido adiposo se llevó a cabo en Stem Medicina Regenerativa, dentro de las 24 horas posteriores a la cirugía, empleando la técnica de digestión enzimática para la obtención celular, a partir de 20 gramos de tejido adiposo.


  La digestión enzimática se realizó con Colagenasa I 0.075% (Gibco), agitación constante e incubación a 37°C durante 45 minutos. Se centrifugó a 1200 rpm durante 10 minutos para obtener el botón celular de la fracción vascular estromal (FVE), y se filtró mediante membrana de Nylon de 100 µm. La FVE obtenida fue resuspendida en medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco bajo en glucosa (DMEM-LG, Sigma) suplementado con 10% de lisado de plasma rico en plaquetas (LPRP) grupo O, Rh positivo. Se realizó recuento en cámara hemocitométrica de Neubauer y viabilidad celular con azul de tripán, y a su vez fue dividida equitativamente en dos fracciones: La fracción 1 fue criopreservada y almacenada a -196°C y la fracción 2 fue cultivada en DMEM-LG (Sigma), suplementado con 10% de LPRP grupo O, Rh positivo, hasta pase 1 (confluencia del 80%), Figura 1.
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  Criopreservación


  Para el estudio se evaluó la combinación de los ACP DMSO, Dextrano40 y HESSICO, para formar dos soluciones de congelamiento: (A) DMSO/Dextrano40 5%/HSA 5% y (B) DMSO/HESSICO 5%/HSA 5%. Las células fueron contadas y resuspendidas en la solución de congelamiento respectiva a una densidad de 1x106 células/mL controlando la homogenización de la muestra. El porcentaje de solución utilizada para almacenar y criopreservar las células obtenidas fue de 25% de solución para el caso A y 20% para el caso B. En el proceso de congelación se utilizaron criotubos de 2 ml que fueron llevados a cámara de congelamiento automatizada (Thermo CryoMed Freezer) y luego a tanques de nitrógeno líquido (NL) donde permanecieron durante 3 meses a -196°C.


  Cultivo celular


  Las células obtenidas fueron cultivadas en cajas de cultivo T-150 (150 cm2, Falcon) con medio de cultivo DMEM-LG (Sigma) suplementado con 10% de LPRP, 1% de antibiótico (Penicilina/Estreptomicina 100X, Gibco) y 0.5% de Factor de Crecimiento Fibroblástico Básico (bFGF). Se incubaron a 37°C en una atmósfera húmeda con 5% de CO2 durante 24 horas, y tiempo después se realizó el primer cambio de medio. Posteriormente el medio fue cambiado cada 3 días hasta alcanzar confluencia del 80%. La morfología, adherencia y proliferación celular se comprobaron mediante microscopio invertido.


  Descongelamiento


  Las células criopreservadas fueron descongeladas usando la solución PBS/HSA/HESSICO. Se realizó recuento celular, viabilidad basada en exclusión por azul de trypan, cultivo, identificación de marcadores de membrana y diferenciación osteogénica.


  Fenotipificación


  Las células madre obtenidas de tejido adiposo de primer y segundo pase en 80% de confluencia fueron disociadas con TrypLE™ Select 1X (GIBCO), llevadas a una concentración de 1x105 células e incubadas con los anticuerpos monoclonales conjugados a flourocromos. Se empleó el Kit de Análisis de MSC Humanas (BD Stemflow™) que incluye un cóctel positivo (FITC CD90, PerCP-Cy ™ 5.5 CD105 y APC CD73) y un cóctel negativo (PE CD45, PE CD34, PE CD11b, PE CD19 y PE HLA-DR). La identificación de los marcadores de superficie se llevó a cabo en un citómetro de flujo BD FACS Canto II ubicado en los laboratorios de Stem Medicina Regenerativa.


  Diferenciación osteogénica


  Para el ensayo de diferenciación se utilizaron células de segundo y tercer pase. En el experimento se evaluó la diferenciación después de 5 semanas de cultivo con medio de diferenciación osteogénica. Las ADAS fueron subcultivadas en platos de 6 pozos (TPP®), con DMEM-LG (Sigma). Cuando alcanzaron confluencia del 70% se cambió el medio por medio de estimulación osteogénica (Mesencult®) suplementado con los factores de inducción daxametasona 10-8M (Stem cell Technologies), ácido ascórbico 50 µg/mL (Stem cell Technologies), y β-glicerol fosfato 3.5 mM (Stem cell Technologies). Como control negativo se utilizaron células cultivadas en DMEM-LG (Sigma).


  Las células diferenciadas y las células control se sometieron a dos tinciones: Von Kossa para la identificación de depósitos de calcio y Fosfatasa Alcalina (AP) para la demostración histoquímica de la actividad de esta enzima. Para la tinción de Von Kossa las células fueron lavadas y coloreadas con nitrato de plata al 5%, exponiéndolas a luz UV durante 1 hora. Para la tinción de AP, las células fueron fijadas con citrato-acetona-formaldehído 37%, lavadas con agua desionizada y coloreadas con sal de diazonio compuesta por solución de nitrito sódico 0.1 mol/L (Sigma-Aldrich), solución FRV alcalina Base de Fast Red Violet LB 5 mg/mL (Sigma-Aldrich) y solución de naftol AS-BI fosfato 4 mg/mL (Sigma-Aldrich). La contratinción se llevó a cabo con solución de hematoxilina de Gill N°3 (Sigma-Aldrich). Las células fueron observadas bajo microscopio invertido.


  Resultados


  Población de estudio


  Doce pacientes con edad promedio de 35,2 años (entre los 19 y 60 años), 75% mujeres y 25% hombres, se sometieron a cirugías de liposucción convencional o por ultrasonido (VASER®), y aceptaron participar libremente mediante firma del consentimiento informado para donar el tejido adiposo.


  Obtención y procesamiento de las células de tejido adiposo


  A partir de la digestión enzimática con Colagenasa Tipo I se obtuvo un promedio de 6,93x105 células nucleadas por gramo de grasa y una media de viabilidad del 92%.


  La criopreservación de las células de la fracción 1 se realizó a una densidad de 1x106 células nucleadas/mL, con las soluciones A y B. Una vez descongeladas, las células fueron sembradas a una densidad de 1x106 células nucleadas/cm2, obteniendo para ambos casos una media de tiempo de 25 días para alcanzar confluencia del 80% en el primer pase cultivo, con una media de 5.23x105 células para la solución A y 5.22x105 células para la solución B, Tabla 1, Figura 2.
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  De la misma forma, el cultivo de las células de la fracción 2 antes de la criopreservación se realizó a una densidad de 1x106 células nucleadas/cm2, obteniendo una media de tiempo de 10 días para obtener confluencia del 80% en el primer pase de cultivo, y una media de 9,5x105 células. En la figura 3 se observa el registro morfológico mediante microscopía invertida de las células con aspecto fibroblastoide, cultivadas con DMEM-LG suplementado con 10% de LPRP a diferentes tiempos.
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  Después de la criopreservación, las células de la fracción 2 mostraron promedios de tiempo mejores, con una media de 6 días para alcanzar confluencia de 80% en el segundo pase de cultivo para las células criopreservadas con la solución A y media de tiempo de 9 días para las células criopreservadas con la solución B, Figura 4.
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  Los porcentajes de viabilidad pos descongelamiento para ambos grupos de células criopreservadas con las dos combinaciones de ACP se pueden observar en la Figura 5. La media del porcentaje de pérdida de viabilidad con respecto a la viabilidad antes del congelamiento para las células de la fracción 1 criopreservadas con DMSO/Dextrano40/HSA fue del 58%, para las células de la misma fracción criopreservadas con DMSO/HESSICO/HSA fue del 67%, siendo este el más alto entre los 4 grupos de células. Para las células de la fracción 2 criopreservadas con DMSO/ Dextrano40/HSA la media del porcentaje de pérdida de viabilidad fue del 30%, siendo este el más bajo entre los 4 grupos de células criopreservadas, y para las células de la misma fracción criopreservadas con DMSO/HESSICO/HSA fue del 57%.
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  Fenotipificación


  El fenotipo de las MSCs se determinó por citometría de flujo evaluando la expresión de los antígenos de superficie CD90, CD105 y CD73 característicos de MSCs, junto con el antígeno CD44, marcador de superficie celular que también puede ser expresado por este tipo de células. Se usaron como control células sin marcar. Los resultados de la citometría de flujo para las células mesenquimales obtenidas de tejido adiposo se observan en la Figura 6, siendo positivas para los marcadores CD90 y CD73, con una expresión menor de CD105, y negativas para los marcadores CD11b, CD19, CD34, CD45, HLA-DR. Este inmunofenotipo coincide con los parámetros determinados por la International Society for Cellular Therapy (ISCT) como el perfil característico de las células madre mesenquimales (12). Las células expandidas pre y post congelamiento no presentaron diferencias en el fenotipo.
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  Diferenciación osteogénica


  Las células expandidas pre y post congelamiento se diferenciaron a linaje osteogénico, demostrado mediante tinción de Von Kossa para depósitos de calcio y tinción histoquímica para determinar la actividad de la enzima AP, en células ADAS a las 5 semanas de cultivo de inducción in vitro, Figura 7.
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  Discusión


  El tejido adiposo es una fuente apropiada para la obtención de células madre mesenquimales teniendo en cuenta la facilidad de obtención y la cantidad de células aisladas en comparación con otras fuentes (13). En este estudio confirmamos que es posible obtener un promedio de 6,93x105 células nucleadas por gramo de grasa con una media de viabilidad mayor al 90%, resultados comparables con los obtenidos en trabajos anteriores en los que el promedio de células fue del 7x105 células por gramo de grasa (14).


  En la literatura se encuentra reportado el precultivo para la crioconservación de especies de semillas vegetales mediante técnicas de vitrificación y deshidratación (15), resultando efectivo para mejorar la sobrevivencia después del almacenamiento, gracias a la acumulación de azúcares que aumentan la deshidratación protectora de los tejidos a congelar y la concentración de solutos a nivel interno, mejorando también la estabilidad de las membranas bajo condiciones severas de deshidratación (16). Sin embargo, no hay mucha información sobre la aplicación de esta misma técnica con otro tipo de material biológico como es el caso de las células madre.


  En cuanto al cultivo celular primario, Arévalo P. y Páez D. reportaron que existe contaminación con progenitores hematopoyéticos al día 10 de cultivo, demostrado con la expresión positiva para CD34 y CD45 en la fenotipificación por cartometría de flujo de MSCs de sangre de cordón umbilical (SCU) y médula ósea (MO), expresión que varía al realizar el primer pase de cultivo, en donde disminuye la expresión de estos marcadores, lo que indica que al realizar pases de cultivo se purifica la población de MSCs (17).


  De forma similar, en el presente trabajo se encontró de forma importante que la criopreservación de las MSCs no afecta su capacidad proliferativa, sin embargo el rendimiento mejora si se realiza un cultivo previo al congelamiento. Consecuentemente, las células de la fracción 2 con precultivo mostraron medias de viabilidad y de cantidad células recuperadas, más altas que las células de la fracción uno sin precultivo. Del mismo modo, los tiempos para alcanzar confluencia del 80% fueron comparables entre las células frescas y las células de la fracción dos criopreservadas. No así las células de la fracción uno criopreservadas con ambas soluciones que requirieron más tiempo de proliferación hasta alcanzar la misma confluencia.


  Es importante resaltar que la diferencia entre las dos soluciones de congelamiento radicó en el ACP no penetrante, el cual ejerce su acción crioprotectora promoviendo la rápida deshidratación celular, y se usa asociado al DMSO (ACP penetrante) (7). De las soluciones de congelamiento evaluadas en este estudio, la solución A compuesta por DMSO/ Dextrano40/HSA permitió mayores porcentajes de viabilidad pos descongelamiento con una media de viabilidad del 62% para las células con precultivo, siendo este el mayor porcentaje entre los grupos evaluados. No obstante, las células sin precultivo presentaron porcentajes de viabilidad más bajos a pesar de ser congeladas con la misma solución A, lo que también ratifica la importancia de un cultivo previo al congelamiento. La solución B compuesta por DMSO/HESSICO/HSA, mostró los valores más bajos con respecto a viabilidad en los dos casos (con y sin precultivo).


  En este estudio las células en cultivo mostraron adherencia al plástico y morfología fibroblastoide, y se demostró la presencia de los marcadores CD73 y CD90, mientras que la presencia del antígeno CD105 se observó en un porcentaje más bajo, coincidiendo con estudios realizados previamente con MSCs de médula ósea, en los que se presenta un índice medio de flourescencia bajo, razón por la cual se está considerando que no es un antígeno que deba incluirse para determinar el fenotipo de MSCs, ya que no determinan e identifican a esta población celular (18).


  De la misma forma, estudios más recientes han demostrado que los componentes del medio de cultivo pueden afectar la expresión de proteínas de superficie, tal es el caso de los medios sin suero donde se observa que las células cultivadas presentan una disminución en la expresión del antígeno CD105 en comparación con las células expandidas en presencia de suero (19). Cabe resaltar que los medios de cultivo empleados en este estudio no contenían suero fetal bovino, debido a que este suplemento fue reemplazado por lisado de plasma rico en plaquetas, lo que lleva a pensar que la sustitución del suplemento puede estar relacionada con la baja expresión del marcador de superficie CD105, tal y como lo han descrito Mark P. y colaboradores.


  Así mismo, las células evaluadas fueron negativas para los marcadores CD11b, CD19, CD34, CD45, HLA-DR. Este perfil de expresión coincide con el perfil de marcadores de superficie celular descrito típicamente para las células madre mesenquimales en la literatura (20). Además, se demostró que estas células son capaces de diferenciarse hacia el linaje osteogénico cumpliendo con los parámetros internacionales para ser definidas como células madre mesenquimales (12).


  El trabajo de investigación de Muñoz C.M, había demostrado que del tejido adiposo obtenido por método de liposucción convencional se podía aislar una mayor cantidad de células por gramo de grasa en comparación con las muestras obtenidas de liposucción por ultrasonido (VASER®), sin embargo ambos métodos arrojaron resultados de viabilidad y tiempo de confluencia similares, sin diferencias fenotípicas entre las células obtenidas por los dos métodos de liposucción (14). Por esta razón, las muestras obtenidas para este trabajo no se clasificaron teniendo en cuenta el método de liposucción.


  Este estudio aporta información sobre la combinación de agentes crioprotectores para el congelamiento de células madre mesenquimales obtenidas de tejido adiposo, sugiriendo que la solución crioprotectora ideal para la criopreservación de ADAS es la conformada por DMSO/Dextrano40/HSA, combinada con un cultivo previo al congelamiento para aumentar el porcentaje de viabilidad de las células. Las 2 fracciones de ADAS conservan fenotipo y capacidad de diferenciación a linaje osteogénico posterior al descongelamiento.
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  Resumen


  Objetivo: Describir el comportamiento del accidente ofídico en el departamento de Sucre. Métodos: Se realizó un estudio descriptivo y retrospectivo, en el cual se analizaron 803 reportes de accidentes ofídicos notificados al sistema de vigilancia epidemiologia del departamento de Sucre, durante los años 2007 a 2012, la información fue suministrada por la dirección de salud pública de la secretaria de salud del departamento de Sucre, en formato Excel©, descargada directamente del aplicativo SIVIGILA. Los datos obtenidos se analizaron estadísticamente empleando medidas de tendencia central. Resultados: En el 48.2% de los casos, el género Bothrops se identificó como el agente agresor y en el 83.9% de los casos la mordedura se localizó en las extremidades del paciente. En 356 casos equivalentes al 44% el paciente no fue hospitalizado o no se consignó esta información en la ficha. En el tratamiento de los casos hospitalizados se empleó un promedio de 4.3 ± 4.5 viales por paciente; estos datos son consistentes con el protocolo para casos leves registrados (n=450), pero al revisar los casos individuales se encontró que 228 pacientes solo recibieron entre 1 y 3 ampollas. En 84 casos solo se administró un vial.

  


  


  Abstract


  Objective: Describe the behavior of ophidic accident in the department of Sucre. Methods: A descriptive, retrospective study was done from 2007 to 2012, in this study, 803 cases of snakebites were reported to the surveillance system of the epidemiology department of Sucre. In this department, the snakebite accidents occurs along the entire year, mainly affecting men 15 to 44 years. Those affected come from all municipalities in the department and around the rural area, and it is mainly engaged in agriculture and domestic work; however, the town of Sincelejo accounts for 28.8% of all notifications. Results: In 48.2% of cases, the genus Bothrops was identified as the offending agent and in 83.9% of cases, the bite was found in the patient's limbs. In 356 cases or 44% the patients were hospitalized or the information of this records were not found. The treatment of hospitalized cases averaged 4.3 ± 4.5 shots were used per patient; This data is consistent with the protocol for registered mild cases (n = 450), but reviewing individual cases; then, it was found that 228 patients received only 1 to 3 ampoules. In 84 cases only one shot was administered.


  Keywords: Ophidic accident, snakebites, Ophidism, snake bites serum, Toxinology.

  


  Introducción


  El accidente ofídico es una intoxicación producida por la inoculación de veneno a través de la mordedura de una serpiente. Su valor en salud pública está dado por ser Colombia un país tropical con ambientes apropiados de hábitat de diversidad de ofidios venenosos, localizados en las diferentes regiones, con condiciones no solo geográficas y climáticas sino también socioculturales y demográficas que aumentan la susceptibilidad de sufrir una agresión, estas características favorecen el incremento de la morbilidad, las complicaciones y la muerte de personas y animales (1).


  El número de especies de serpientes que existen en Colombia, es variable, según los estudios (1-5) oscila entre 225 y 270 especies, agrupadas en 8 familias. De ese importante grupo, 40 especies aproximadamente, son venenosas y capaces de causar la muerte a un ser humano. Las serpientes venenosas colombianas pertenecen a dos familias, la familia Viperidae (vipéridos), que agrupa a todas las víboras verdaderas, y la familia Elapidae (elápidos) que reúne a las llamadas serpientes de coral o coralillos (2-4).


  Los principales géneros que afectan a los humanos son Bothrops y Lachesis, las manifestaciones clínicas de los accidentes son similares, causando reacciones locales, coagulopatia y diátesis hemorrágicas, entre otras (1, 2, 4). El veneno de cualquier especie puede contener más de cien productos tóxicos y no tóxicos que incluyen proteínas, péptidos, carbohidratos, lípidos, aminas, entre otros (4). Los efectos de los venenos se pueden dividir en locales y sistémicos, la dosis letal varía de acuerdo a la especie (5).


  El accidente ofídico es un evento de interés en salud pública tanto en Colombia (1, 2, 3, 4) como en otros países de américa latina (6, 8, 9) debido a su potencial riesgo de ocasionar la muerte a los individuos afectados y al impacto en la productividad de las personas y familias de las regiones donde son predominantes estos eventos. En Colombia el accidente ofídico es un evento de reciente notificación obligatoria (7) y la mortalidad causada por envenenamiento por mordedura de serpientes se registra como una causa básica. Se cree que aún existe un gran sub registro del evento ya que hasta el año 2005 se construyó la ficha única de notificación de accidente ofídico y a comienzos del año 2007 se socializó a nivel nacional la ficha de notificación y el protocolo de vigilancia del evento definitivo (4).


  En el año 2012 se reportaron 4526 casos de accidente ofídico en el país, con una incidencia de 9.71 casos x 100.000 habitantes; en la costa caribe se reportaron 1397 casos, con una incidencia de 13.94 casos x 100.000 habitantes; mientras que en el departamento de Sucre se reportaron 175 casos y una incidencia de 21.17 casos x 100.00 habitantes, muy por encima de la media nacional y regional. En ese mismo año, el municipio de Sincelejo notificó 57 casos de accidente ofídico, siendo el mayor número de casos a nivel nacional para un municipio (4).


  Los autores coinciden con Charry (2) en que “tradicionalmente se ha subestimado la importancia del accidente ofídico como un problema real de salud pública en muchas regiones del país y esto se ha debido a que la ausencia de cifras o las pocas que se conocen han mostrado siempre un panorama muy tranquilizador para las autoridades de salud del Estado; no obstante, la frecuencia y la gravedad de los accidentes ofídicos, así como las consecuencias de mortalidad o morbilidad que dejan estos accidentes en poblaciones, hace relevante el fortalecimiento de la Vigilancia en Salud Pública del evento, para que mediante la identificación de los casos, el monitoreo de los factores de riesgo, el monitoreo del diagnóstico y el tratamiento, se reduzca el número de casos mortales o con secuelas y se brinde información oportuna para la toma de medidas (6, 7, 8).


  Como ocurre con otros problemas de Salud Pública, el análisis y la solución de los envenenamientos por mordeduras de serpiente deben ser enfocados desde una perspectiva integral y holística, esto es, considerando la complejidad y el carácter multifactorial del problema. Este tipo de enfoque demanda la incorporación de muy diversos sectores en los ámbitos científico, tecnológico, político, salubrista y de organización social (8).


  Materiales y métodos


  Tipo de estudio. Se realizó un estudio descriptivo, retrospectivo, consistente en la recopilación, análisis e interpretación de las fichas de notificación epidemiológica de accidente ofídico, correspondientes a los años 2007 a 2012; las cuales fueron extraídas de la base de datos del SIVIGILA y que son reportadas semanalmente por las unidades primarias generadoras de datos instaladas en todas las IPS del departamento de Sucre.


  Población y muestra. Se recolectaron 853 fichas de notificación epidemiológica de los accidentes ofídicos notificados en los años 2007 a 2012; se excluyeron los datos correspondientes a casos reportados de municipios diferentes al departamento de Sucre y datos duplicados. La muestra quedo conformada por 803 notificaciones de accidente ofídico.


  Variables de estudio. Se analizaron las siguientes variables por cada uno de los componentes de la ficha de notificación epidemiológica del accidente ofídico (1):


  · Aspectos relacionados con la identificación del paciente y sus condiciones socio-demográficas: semana epidemiológica, edad del paciente, sexo del paciente, municipio de residencia, zona y cobertura de seguridad social.


  · Aspectos relacionados con la notificación del accidente: clasificación inicial del caso, hospitalización y condición final del paciente.


  · Aspectos relacionados con la caracterización del accidente: mes de ocurrencia del accidente, actividad realizada al momento del accidente, tipo de atención inicial, practicas no médicas, localización de la mordedura, género de la serpiente y nombre común de la serpiente.


  · Aspectos relacionados con las manifestaciones del accidente y sus complicaciones: manifestaciones clínicas, manifestaciones sistémicas, complicaciones locales, Complicaciones sistémicas, Clasificación del accidente.


  · Aspectos relacionados con la atención del accidente: uso de suero antiofídico, tiempo transcurrido entre la mordedura y la administración del suero, tipo de suero empleado, dosis de suero usada, duración del tratamiento con suero antiofídico, necesidad de tratamiento quirúrgico y tipo de tratamiento quirúrgico.


  Técnicas de recolección y análisis de la información. La información fue suministrada por la dirección de salud pública de la secretaria de salud del departamento de Sucre, en formato Excel©, descargada directamente del aplicativo SIVIGILA. Los datos obtenidos se analizaron estadísticamente empleando medidas de tendencia central.


  Resultados


  Los resultados se presentan de acuerdo a las variables de estudio, las cuales se encuentran en los componentes de la ficha de notificación epidemiológica del accidente ofídico.


  Aspectos relacionados con la identificación del paciente y sus condiciones socio-demográficas


  Semana epidemiológica. En el periodo 2007–2012 se registró un promedio de 2.6 accidentes por semana epidemiológica, con máximos de 11 accidentes en la semana 19 del año 2012; 10 accidentes en la semana 20 del año 2011; y 10 accidentes en la semana 39 del año 2010. En promedio se presentan accidentes ofídicos en todas las semanas epidemiológicas del año, la mayoría ubicadas ente 1 y 3 eventos promedio por semana, sin embargo se observa un claro pico de incidencia en las semanas 19 a 21 con un promedio máximo de 5.5 accidentes en la semana 20.


  Edad del paciente. La edad promedio de los pacientes se calculó en 30 años +/- 19; el rango de edad es variable desde 1 (n=10) hasta 87 años (n=1). El 25% de los afectados (n=201) estaban en el rango de 0 a 14 años; 52% (n=419) estaban en el rango de 15 a 44 años; y 23% (n=183) estaban en el rango de 45 años en adelante.


  Sexo del paciente: El 71% de los afectados (n=569) eran de sexo masculino, mientras que el 29% restante (n=233) eran de sexo femenino.


  Municipio de residencia. En el municipio de Sincelejo residen los pacientes con la mayor cantidad de eventos notificados con el 28.8% (n=231), le sigue San Onofre con el 7.3% (n=59), y Sampués con el 5.9% (n=47). Se registran notificaciones provenientes de todos los municipios del departamento. Seis pacientes provienen de municipios de fuera del departamento, equivalentes al 0.7%.


  Zona. El 41% (n=335) de los eventos ocurrieron en la cabecera o área urbana de los municipios, mientras que el 59% restante (n=468) ocurrió en la zona rural.


  Cobertura de seguridad social. Al momento del accidente solo el 28.9% (n=232) de los pacientes no se encontraba afiliado a algún régimen de salud. El 59.7% (n=479) se hallaba cubierto por el régimen subsidiado, mientras que el 7.7% (n=62) estaba cubierto por el régimen contributivo.


  Aspectos relacionados con la notificación del accidente


  Clasificación inicial del caso. El 80% de los casos (n=723) fue confirmado clínicamente como accidente ofídico, mientras que el 10% se clasificaron como sospechoso (n=40) y probable (n=40).


  Hospitalización. En el 56% de los casos (n=447) los pacientes fueron hospitalizados, mientras que 277 casos equivalentes al 34%, no fueron internados; sin embargo se registraron 79 casos (10%) en donde no se consignó información al respecto.


  Condición final del paciente: De los 803 casos analizados, el 98.5% (n=791) logró sobrevivir al accidente, mientras que el 1.5% (n=12) restante falleció. De los fallecidos, dos eran menores de edad (11 y 15 años), y el resto eran mayores de edad.


  Aspectos relacionados con la caracterización del accidente


  Mes de ocurrencia del accidente. El mayor número de casos se ha reportado en el mes de mayo (107 casos acumulados), con un promedio de 18 casos por año; sin embargo el alto promedio de casos por año en todos los meses (más de 10 casos en promedio por año, excepto el primer trimestre) impiden determinar un mes especifico como de mayor incidencia del evento. No obstante al hacer una agrupación por trimestre, se observa que el trimestre comprendido por los meses de mayo, junio y julio, presenta el mayor número de casos acumulados (254) y mayor promedio de casos conjuntos (14).


  Actividad realizada al momento del accidente. La agricultura (28.6%) y los oficios domésticos (16.8%) son las actividades con mayor incidencia de accidentes ofídicos al momento de su realización.


  Tipo de atención inicial. En el 25.4% de los casos (n=204) la medida inicial consistió en la inmovilización del miembro afectado, no obstante se registraron 264 casos (32.9%) en los que se recurrió a otra medida no especificada en la ficha, que en la mayoría de los casos consistió en no realizar ningún tratamiento. El torniquete a pesar de ser una medida desaconsejada (1, 4, 9), sigue prevalente en el 14.6% de los casos (n=117).


  Practicas no médicas. Aunque casi en la mitad de los casos presentados no se recurrió a prácticas no médicas (49.8%, n=400), aun muchas personas recurren a remedios tradicionales y tratamientos empíricos como pócimas (22.9%, n=184) y emplastos (11.8%, n=95).


  Localización de la mordedura. En el 83.9% de los casos (n=674) la mordedura ocurrió en las extremidades del paciente, principalmente en los miembros inferiores (59.8%, n=480).


  Género de la serpiente. En el 48.2% de los casos (n=387) el agente agresor pertenecía al género Bothrops, mientras que en 167 casos (20.8%) no se logró identificar el género de la serpiente agresora. Los géneros Crotalus, Micrurus, y Lachesis, representan solo el 2.0%, 0.9% y 0.5% respectivamente. Siendo el género Pelamis exclusivo de algunas zonas marinas del océano pacifico (4), sorprende que se registren 5 casos atribuidos a serpientes de ese género.


  Aspectos relacionados con las manifestaciones del accidente y sus complicaciones


  Manifestaciones locales. La manifestación más frecuente fue el dolor con 626 casos, seguido de edema con 606 casos, y eritema con 332 casos.


  Manifestaciones sistémicas. Contrario a las manifestaciones locales, las manifestaciones sistémicas se presentaron con muy baja frecuencia, y de ellas se hicieron más evidentes las condiciones más fácilmente identificables como nauseas con 163 casos, y vomito con 120 casos.


  Complicaciones locales. La celulitis es la complicación sistémica predominante con 230 casos, le sigue el absceso con 104 casos reportados, mientras que la necrosis de tejido ocupa el tercer lugar con 39 casos.


  Complicaciones sistémicas. Así como las manifestaciones, las complicaciones sistémicas son de baja frecuencia, se registraron 11 casos de shock hipovolémico y 9 casos de anemia aguda, entre los más frecuentes.


  Clasificación del accidente. En el 56% de los casos (n=450) el accidente se clasificó como leve, mientras que 34% se clasificó como moderado y solo el 4.5% fue clasificado como grave (n=36).


  Aspectos relacionados con la atención del accidente


  Uso de suero antiofídico. Se usó suero antiofídico en el 56.3% de los casos presentados (n=452).


  Tiempo transcurrido entre la mordedura y la administración del suero. No se pudo calcular la variable debido a inconsistencias en la transcripción y almacenamiento de la información.


  Tipo de suero empleado. De los 452 casos reportados en donde se utilizó suero antiofídico, en 420 casos equivalentes al 92.9%, se usó suero antiofídico polivalente; el suero monovalente se usó en 31 casos (6.9%), y se registró solo un caso de uso de suero anticoral.


  Dosis de suero usada. En el tratamiento de los 452 casos registrados, se usaron 1921 ampollas de suero antiofídico para un promedio de 4.3 ± 4.5 ampollas por paciente; con un mínimo de una ampolla en 84 casos, y un máximo de 61 ampollas en un caso.


  Duración del tratamiento con suero antiofídico. No se pudo calcular la variable debido a inconsistencias en la transcripción y almacenamiento de la información.


  Necesidad de tratamiento quirúrgico. 44 pacientes equivalentes, al 5.5% de los casos, fueron intervenidos quirúrgicamente.


  Tipo de tratamiento quirúrgico. De los 44 casos que requirieron tratamiento quirúrgico, este consistió principalmente en limpieza quirúrgica con 75% de los casos (n=33), se registraron 9 drenajes de absceso (20.5%), una fasciotomia, y una amputación (2.3%).


  Discusión


  En términos generales, las características del evento coinciden con lo reportado en los estudios previos revisados (2, 4, 5, 6, 7, 8), a continuación se discuten los principales hallazgos que determinan la caracterización general del evento, los factores determinantes de su ocurrencia y los factores determinantes de la gravedad del evento.


  Caracterización general del accidente ofídico


  El accidente ofídico es un evento de interés en salud pública que requiere mayor atención de las autoridades de salud por sus repercusiones y secuelas en los pacientes y sus familias. A pesar de registrar una letalidad del 1.0% en el periodo estudiado, superior a la letalidad nacional que se ubica en 0.84% (4), el accidente ofídico en el departamento de Sucre puede considerarse como un evento de baja letalidad (2); sin embargo presenta una amplia variedad de secuelas y complicaciones que deterioran la calidad de vida de las víctimas y afecta la productividad de sus familias. Afecta en mayor proporción a hombres (71%) (4, 6) que a mujeres (29%), y principalmente a la población entre 15 y 44 años de edad (2, 4, 6).


  Contrario a lo reportado por otros estudios (2, 4), en donde se evidencia una alta proporción de casos provenientes de zonas rurales, el accidente ofídico en el departamento de Sucre no presenta diferencias marcadamente significativas entre la zonas urbanas (42%), y la sumatoria de los porcentajes correspondientes a las zonas rurales (28%) y zonas dispersas (28%).


  El accidente ofídico en el departamento de Sucre ocurre en todas las semanas epidemiológicas con un promedio de 2.6 accidentes por semana, con máximos de 10 accidentes en las semanas 20 del año 2011 y 39 del año 2010. El mayor número de eventos fue reportado en el municipio de Sincelejo (231 casos; 28.8%) (4).


  Consistente con otros estudios (1, 2, 4, 6, 7, 8, 9), las serpientes causantes del mayor número de eventos corresponden al género Bothrops (387 casos; 48.2%). Sin embargo en 167 casos (20.8%) no se pudo identificar el género de la serpiente; la identificación adecuada del tipo de serpiente involucrada en el accidente es crucial para determinar la terapéutica a seguir (9); en este caso se pudo constatar la falta de conocimiento del evento y la falta de interés en el diligenciamiento de la ficha epidemiológica por parte del personal médico, en el hecho de que en 167 casos (20.8%) no se consignó información relacionada con el género de la serpiente, y en 5 casos se identificó a la serpiente agresora como del genero Pelamis, que es propio de zonas marinas del océano pacifico (4).


  Factores determinantes de la ocurrencia del evento


  Mes de ocurrencia del evento. Se presentan entre 1 y 3 eventos promedio por semana epidemiológica, lo cual determina la ampliación de la ventana del evento a lo largo de todo el año, sin embargo se realizó un análisis de acumulación de casos por trimestre, encontrándose que el trimestre conformado por los meses de mayo, junio y julio, es el que presenta el mayor número de casos acumulados (254) y el mayor promedio de casos conjuntos (14) durante todo el periodo de estudio, y por tanto se determina como el de mayor riesgo para la ocurrencia del accidente ofídico.


  Actividad al momento del accidente. El ofidismo está ligado estrechamente a la actividad agrícola, afectando fundamentalmente a los campesinos, aumentando su incidencia en las épocas de mayor trabajo en los campos, facilitado por las pocas medidas de protección y las condiciones tan precarias de trabajo a las que son expuestos dichos trabajadores. Las serpientes atacan principalmente a campesinos y en general a personas relacionadas con las actividades agrícolas (230 casos, 28.6%) o durante el tránsito por zonas rurales (153 casos, 19%), las labores domésticas realizadas principalmente en áreas rurales también son una actividad propensa a sufrir ataques de serpientes (135 casos, 16.8%) (2, 4, 6).


  Procedencia. Aunque no se distinguen diferencias en la procedencia de los casos notificados según la tipología establecida en el protocolo de vigilancia (1), es claro que las zonas rurales son de mayor riesgo y determinantes para la ocurrencia del evento por incluir las áreas dispersas (58% en total) (2, 6).


  Localización de la mordedura. En consonancia con el tipo de actividades realizadas, las extremidades son el área de localización principal de las mordeduras de serpiente (674 casos, 83.9%) siendo las extremidades inferiores las más afectadas (480 casos, 59.8%), lo cual se debe principalmente a la falta de protección a la hora de realizar las actividades en zonas de riesgo (2, 4, 6).


  Factores determinantes de la gravedad del evento


  Es evidente el desconocimiento del evento por parte del personal asistencial; se identificaron deficiencias en el protocolo de atención clínica y en el diligenciamiento de la ficha de notificación epidemiológica; son preocupantes las deficiencias en la decisión de hospitalizar y de usar suero antiofídico.


  Como en otros eventos de interés en salud pública, el sub-registro, la falta de información, y el deficiente diligenciamiento y procesamiento de la información, enmascaran la dimensión real del evento e impiden la formulación de políticas dirigidas a su prevención y control.


  Practicas no médicas. Persiste en la población la costumbre de recurrir a diferentes prácticas no científicas antes de acudir a un centro de salud, aunque es significativo que en el 49.8% de los casos se haya optado por asistir a un centro de salud como primera elección (2, 4).


  Falta de adherencia a protocolos—no hospitalización. En 356 casos equivalentes al 44% el paciente no fue hospitalizado o no se consignó esta información en la ficha, en clara contradicción del protocolo de manejo (1); la no hospitalización impide realizar un monitoreo continuo de la condición clínica del paciente a fin de detectar y manejar las complicaciones locales y sistémicas y secuelas tardías del veneno (4, 8).


  Falta de adherencia al protocolo—no administración de suero antiofídico. El suero antiofídico es el único antídoto efectivo para neutralizar el veneno de serpiente, y es recomendado su uso en todos los casos en que es confirmado el evento (1, 5, 8). No obstante por diversas razones el personal médico decide no utilizarlo o utilizarlo en cantidades inferiores a las recomendadas (1). En 307 casos no se administró suero antiofídico al paciente, en otros 44 casos no se consignó esta información.


  Dosis de suero antiofídico empleado. En el tratamiento de los 452 casos se emplearon 1921 ampollas de suero, para un promedio de 4.3 ± 4.5 ampollas por paciente; si bien estos datos son consistentes con el protocolo de manejo (1) para casos leves registrados, al revisar los casos individuales se encontró que 228 pacientes solo recibieron entre 1 y 3 ampollas; es decir, una dosificación inferior a lo establecido en el protocolo que es de 4 ampollas para casos leves. En 84 casos solo se administró una ampolla.


  Perspectivas para el manejo del evento


  Las acciones de prevención deben enfocarse en educar a la población sobre las medidas de precaución durante la realización de actividades productivas y recreativas; y a concientizarlos sobre la importancia de acudir inmediatamente a un centro de salud cuando ocurra un accidente ofídico.


  Las instituciones prestadoras de servicios de salud y la dirección territorial de salud deben orientar esfuerzos para garantizar la completa adherencia al protocolo de manejo del accidente ofídico por parte del personal médico, prestando especial atención a estimular la decisión de hospitalizar al paciente, y prescribir y administrar suero antiofídico en las dosis recomendadas.


  Las manifestaciones clínicas de las mordeduras de serpientes, así como de su gravedad y muertes son muy variables y dependen de la especie que produjo la mordedura, las características de los pacientes, del tiempo que transcurre desde la mordedura hasta la instauración del tratamiento específico, así como el tipo de atención prestada al paciente, el tiempo que transcurre entre la mordedura de la serpiente y la administración del suero antiofídico es fundamental para salvar la vida del paciente, entre más pronta sea su administración, menos riesgo de muerte o de lesiones permanentes tendrá el paciente.


  La caracterización del accidente ofídico en el departamento de Sucre permitirá obtener información epidemiológica pertinente para la construcción de políticas de prevención que permitan minimizar su impacto en la productividad y en la calidad de vida de la población campesina del departamento de Sucre.
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  Resumen


  Objetivo. Describir el impacto de un programa de rehabilitación pulmonar en pacientes con secuelas de TB pulmonar. Método. Estudio cuasiexperimental en once pacientes en un programa de rehabilitación pulmonar con ejercicio continuo, fortalecimiento muscular y educación durante ocho semanas. Se evaluó antes y después el IMC, disnea, test de caminata de 6 minutos, ansiedad, depresión y calidad de vida relacionada con la salud; la t pareada se utilizó para analizar las medias. Resultados. Once pacientes terminaron el programa de rehabilitación pulmonar. La edad media era de 45.4 años ± 21.7. 8 pacientes eran del género masculino. Al culminar el programa se encontró un incremento significativo en la distancia recorrida en el 6MWT con una diferencia media de 110.2 metros ± 112.5 (p=0.009). La calidad de vida relacionada con la salud SGRQ tuvo disminución significativa en la puntuación total, diferencia media 6.7 ± 8.3 (p=0.02), no se encontraron diferencias significativas en los otros dominios del cuestionario. Existe buena tolerancia al ejercicio de pacientes con secuelas de TB en un programa de rehabilitación pulmonar, los fisioterapeutas deben considerar la diferencia de la distancia recorrida en el test de caminata de 6 minutos al inicio y final del programa como una variable confiable relacionada con el incremento de la capacidad funcional.


  Palabras clave: rehabilitación, tuberculosis, calidad de vida, ejercicio, disnea.

  


  Abstract


  Objective. To describe a pulmonary rehabilitation program impact in patients with sequelae of pulmonary TB. Methods: A quasi-experimental study in eleven patients in a pulmonary rehabilitation program with continuous exercise, muscle strengthening and education during eight weeks; it was evaluated before and after the BMI, dyspnea, six-minute walk test, anxiety, depression, and quality of life related to health; paired t was used to analyze measures. Results: eleven patients completed the pulmonary rehabilitation program. The average age was 21.7 ± 45.4 years. Eight patients were male. By the end of the program, a significant increase was found in the walked distance in the 6MWT with an average difference of 110.2 ± 112.5 meters (p = 0.009). Health-related quality of life had a significant decrease in the total score in SGRQ, an average difference of 6.7 ± 8.3 (p = 0.02), no significant differences were found in the other domains of the questionnaire. There is a good exercise tolerance in patients with sequelae of TB in pulmonary rehabilitation. Physiotherapists must consider the difference in the distance covered in the six-minute walk test by the beginning and the end of the program as a reliable variable related to the increased of the functional ability.


  Keywords: dyspnea, exercise, quality of life, rehabilitation, tuberculosis.

  


  Introducción


  Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) la tuberculosis (TB) es la segunda enfermedad infecciosa a nivel mundial, después del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH). En sus reportes esta enfermedad causa 1,5 millones de muertes y 9 millones de casos nuevos, se estima que las muertes pueden ser de 1,8 millones y que su incidencia incrementa en los países de bajos ingresos (1). En el caso de Colombia los datos del 2005 son de aproximadamente 10.000 diagnósticos de TB, correspondiendo al valle del cauca cerca del 15% de éstos (2).


  La TB es causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis la cual puede afectar cualquier órgano. Sin embargo, la localización más común es a nivel pulmonar donde forma granulomas, cavidades pulmonares y genera licuefacción tisular, lo cual causa diversos cambios de tipo anatómico tanto a nivel bronquial como parenquimatoso y de tipo funcional que afecta la calidad de vida de los individuos que la padecen (3).


  Entre los cambios estructurales más significativos se encuentran: el edema de la mucosa, la hiperplasia e hipertrofia de las glándulas mucosas, el aumento de las secreciones y la hipertrofia del musculo liso, que conllevan a disminución del flujo de aire facilitando el desarrollo de los principales síntomas como la tos y fiebre leve, poca tolerancia al ejercicio, pérdida de peso involuntaria, fatiga, sudoración nocturna, sibilancias, disnea y dolor en el pecho (3,4). Esta serie de cambios están asociados a las secuelas de la tuberculosis como la destrucción del tejido y la susceptibilidad a adquirir infecciones que generan una limitación en las actividades de la vida diaria de las personas, motivando un interés cada vez mayor por evaluar aspectos que van más allá del modelo biomédico, adentrándose en la comprensión de las percepciones de los individuos dados en la capacidad funcional y calidad de vida relacionada con la salud (CVRS), siendo medidas propias acerca del bienestar físico, social y psicológico que perciben los individuos(4).


  Los tratamientos involucran la administración de antibióticos y algunas medidas nutricionales que propician la recuperación de la infección, no obstante, algunos pacientes presentan deterioro de la capacidad pulmonar y funcional incluso después de un tratamiento farmacológico eficaz. Por ello la rehabilitación pulmonar es una forma de intervención en pacientes con secuelas clínicas por TB pulmonar en la cual se ha demostrado efectos positivos en la CVRS, la disminución de los síntomas, la tolerancia al ejercicio, la fatiga, la disnea, la autonomía y la integración en la sociedad, así como beneficios en el costo efectividad en la inversión de recursos en el cuidado de la salud (5-7).


  Este estudio se desarrolló con el fin de describir los beneficios de la Rehabilitación Pulmonar (RP) en la capacidad funcional y en la CVRS en pacientes con secuelas de TB en la ciudad de Cali, Colombia.


  Materiales y métodos


  Es un estudio cuasiexperimental, con pacientes diagnosticados con secuelas de TB quienes ingresaron a un programa de rehabilitación pulmonar en el periodo comprendido entre enero del 2013 a julio del 2014 en la ciudad de Cali, Colombia.


  El comité de ética de la Institución Universitaria Escuela Nacional del Deporte avaló el estudio y de acuerdo con el Artículo 11 de la Resolución 008430 del Ministerio de la Protección Social y con la Declaración de Helsinki, quienes clasifican este estudio como riesgo mayor que el mínimo. Se vincularon los pacientes seleccionados por conveniencia y que firmaron el consentimiento informado.


  El ingreso de los pacientes se verificó por baciloscopia positiva tratada con antibióticos tetra conjugados al menos durante 9 meses previos a la intervención en el programa de RP, al momento de ingresar al estudio la baciloscopia era negativa y se diagnosticaron las secuelas de TB por cambios tipo fibróticos y cavernas en la radiografía de tórax, todos los pacientes habían realizado una espirometría al menos 2 meses antes de la RP. Como criterios de exclusión se tuvo en cuenta: limitación cognitiva que dificultara las mediciones y evaluaciones del paciente, enfermedades cardiovasculares no controladas, pacientes con enfermedades metabólicas, antecedente de fumador y exposición al humo de leña, y pacientes con TB confirmado por baciloscopia y que no tuviera cambios en la radiografía de tórax.


  Variables


  Se evaluaron las variables: sociodemográficas, hospitalizaciones en el último año, enfermedades asociadas, tratamiento farmacológico, valores de la espirometría de capacidad vital forzada (CVF), Volumen Espiratorio Forzado dentro del primer segundo (VEF1), relación VEF1/CVF en porcentaje del predicho, el peso con bascula digital, la talla en centímetros con un tallímetro de pared, con estos valores se calculó el índice de masa corporal (IMC) pre y post RP, disnea según la escala de la Medical Research Council (MRC) pre y post RP(8,9).


  Se evaluó la capacidad aeróbica con la distancia recorrida en el Test de Caminata de seis Minutos (6MWT)(10) usando la fórmula de Enright (11) para su cálculo, se realizó pre y post RP, durante toda la prueba se utilizó un oxímetro de pulso para medir la saturación y se calculó el VO2 Pico estimado (12,13)alcanzado en 6MWT pre y post RP.


  La ansiedad y depresión se evaluó con el cuestionario Hospital Anxiety and Depression Scale (HADS)(14) de manera dirigida pre y post RP, este cuenta con catorce preguntas de las cuales siete corresponden a la subescala ansiedad y las otras siete a la de depresión.


  El paciente debe seleccionar para cada ítem la respuesta que refleja su situación durante la última semana, la puntuación de cada subescala es valorada tomando en cuenta valores de (0-3) puntos. Los resultados normales son considerados menores a ocho puntos, entre ocho y diez puntos se consideran dudosos y los resultados mayores a once puntos indican un problema clínico.


  La calidad de vida relacionada con la salud pre y post RP se realizó de manera dirigida con el cuestionario St. George Respiratory Questionnaire (SGRQ) (15) que consta de 50 preguntas agrupadas en tres dominios: síntomas, actividad e impacto, cada categoría tiene entre dos y cinco opciones de respuesta por pregunta, el puntaje de las respuestas se expresa en porcentaje de 0-100, siendo 0 un mejor desempeño en el dominio y 100 un peor desempeño en el dominio, para considerar una mejoría clínicamente significativa se deben encontrar cambios de cuatro puntos menos en cada dominio o en el promedio del total de dominios.


  Programa de Rehabilitación Pulmonar


  El programa de RP ambulatorio se realizó con una duración de ocho semanas (tres sesiones por semana), comprendidas por ejercicio y actividades educativas, cada sesión tiene duración de una hora. Los pacientes eran orientados por un fisioterapeuta y empezaban realizando ejercicios respiratorios (16) con labios fruncidos y respiración diafragmática, posteriormente realizaban ejercicio continuo en banda sin fin por 30 minutos iniciando al 80% de la velocidad alcanzada en el 6MWT(17) que se incrementó a la cuarta semana al 90%; se realizó fortalecimiento muscular de miembros superiores de cuatro series de ocho hasta doce repeticiones con un minuto de descanso al 40% de la resistencia máxima (RM). Las actividades de educación se realizaron con sesiones individuales y grupales en temas que incluyeron: conocimiento de la enfermedad, medicación, alimentación, técnicas de relajación y ejercicios respiratorios domiciliarios (18).


  Análisis estadístico


  La información obtenida se ingresó en libro de Excel versión 2010 y su análisis se realizó en EPIINFO 2000. Las variables cualitativas se presentan en frecuencia y porcentaje, las variables cuantitativas en media ± desviación estándar. Asumiendo la distribución normal de las variables con la prueba de Shapiro-wilk se realizó la prueba t para muestras emparejadas pre y post RP, se consideró estadísticamente significativo un valor–p<0.05.


  Resultados


  Catorce pacientes ingresaron al programa de RP de los cuales dos no cumplían con los criterios de inclusión y uno no culminó el programa de RP, al final 11 pacientes culminaron el programa de RP. Las características de ingreso de los pacientes se describen en la Tabla 1. Los pacientes tenían una edad promedio de 45.4 años ± 21.7, 8 de ellos eran de género masculino y tres de género femenino, el 45.5% de los pacientes vivían en unión libre, el 36.4% eran solteros y el 18.2% se encontraban casados. Nueve pacientes residían en el estrato socioeconómico bajo, uno en el estrato socioeconómico medio y uno en el estrato socioeconómico alto.
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  La espirometría mostró una tendencia de alteración tipo restrictivo por alteración del VEF1 y la CVF. Un Paciente (9.1%) usaba oxígeno domiciliario 8 horas/día; 2 pacientes (18.2%) tenían como enfermedades concomitantes la hipertensión arterial; todos habían tomado antibióticos para TB, a su vez 4 (66.7%) pacientes usaban anticolinérgicos y 2 (33.3%) usaban broncodilatadores de acción corta inhalados.


  La disnea, medida con la escala MRC al inicio del programa, mostró una mediana de 2, al final del programa de RP fue de uno sin diferencias estadísticamente significativas (W-Mann-Whitney). El IMC evaluado al inicio y final de la RP no evidenció cambios significativos.


  Los cambios al final del programa se muestran en la Tabla 2. La distancia recorrida en el 6MWT mostró un incremento en la diferencia de medias de 110.2 metros ± 112.5 mostrando una diferencia significativa con un valor-p=0.009; de igual forma se presentó un incremento del VO2 Pico estimado posterior a la intervención obtenido en el 6MWT con un cambio significativo valor-p= 0.009.
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  El promedio de la saturación arterial de oxígeno antes de la intervención medida al inicio y final en el 6MWT fue 95.9 % ± 2.5 y 91.3% ± 6 respectivamente. El promedio de la saturación arterial de oxígeno después de la intervención medida al inicio y al final en el 6MWT fue 95.3 % ± 3.2 y 90.2% ± 7,6 respectivamente. Antes de iniciar el programa de RP el promedio de desaturación medido en el 6MWT fue de 4.6 ± 5.1 y al finalizar el programa de RP el promedio de desaturación medido en el 6MWT fue de 5.1 ± 6.5, sin diferencia significativa para los datos relacionados con la saturación.


  Al evaluar el cuestionario HADS no se encontró compromiso clínico en ninguna de las subescalas (ansiedad y depresión), pese a ello el promedio obtenido en la subescala de ansiedad previo a la intervención fue de 7.1 ± 4.3 y posterior a la intervención mejoró a 5,3 ± 4, con diferencia significativa valor-p=0.007. Para la depresión hubo diferencias significativas con un valor-p=0.03.


  La categoría actividad evaluada con el cuestionario SGRQ mostró un mayor compromiso, con un promedio en la evaluación inicial 53.6 ± 30.6 y en la evaluación final 47.1 ± 30.1, sin diferencia significativa con un valor-p=0.2, seguida de la categoría síntomas e impacto que no presentaron diferencia significativa; la categoría total presentó diferencia significativa con un valor-p=0.02.


  Discusión


  Los programas de RP en pacientes con secuelas de TB cuentan con nivel de recomendación y evidencia 1A para la disnea y la CVRS según autores como Ries et al (19). En el presente estudio la mayoría de los pacientes eran de género masculino con edad promedio 45.4 años, resultados similares a los encontrados en el estudio de casos y controles de Pasipanodya et al (20) realizado con 107 pacientes con tuberculosis pulmonar en tratamiento por al menos veinte semanas y 210 pacientes que cursaban con infección tuberculosa latente, con un porcentaje de 69% género masculino en el grupo de tuberculosis pulmonar y edad media de 47 años ± 15 años. En nuestro estudio se hace necesario vincular una mayor población para comprender si esto se debe a una distribución asociada al género o por otras condiciones de género que restringen la vinculación de mujeres a un programa de RP.


  Es documentado que los cambios en el VEF1 y la relación VEF1/CVF se dan principalmente en pacientes con secuelas de TB pulmonar (21), aunque los resultados son diferentes en otros estudios, este estudio tiene valores que evidencian mayor compromiso restrictivo probablemente relacionado con la fibrosis pulmonar ocasionada en secuelas post TB pulmonar, además los pacientes incluidos en el estudio no tenían antecedente de haber fumado.


  Sin embargo, cuatro pacientes en el estudio presentaron obstrucción al flujo aéreo como en el estudio realizado por Pasipanodya et al (20) con 107 pacientes los cuales después de tener tuberculosis pulmonar presentaron un mayor compromiso de tipo obstructivo, caso similar al del estudio de cohorte prospectivo de Maguire et al (21) realizado con 115 sujetos con diagnóstico de tuberculosis en los que se observó un deterioro moderadamente grave a grave de la función pulmonar con VEF1 <60% del valor teórico según las directrices de la American Thoracic Society y la European Respiratory Society en el 39 % de los sujetos.


  Con respecto a la capacidad aeróbica evaluada con la distancia recorrida en el 6MWT se observó un cambio de 110.1 metros ± 112.5 (p=0.009), sugiriendo que la RP genera cambios y mejoría en la capacidad aeróbica como lo evidenció Yoshida et al (16), en su estudio con diez pacientes que presentaban secuelas de TB pulmonar y recibieron un entrenamiento de ejercicio durante dos semanas, la distancia recorrida tuvo un cambio de 399 metros ± 62 a 467 metros ± 65 con cambio significativo p<0.01. Además el VO2 pico evaluado con el 6MWT mostró una diferencia mínima clínicamente significativa con un cambio de + 3.1 ml/kg/min entre la evaluación inicial y la final, con un valor-p=0.009 datos acordes a la diferencia mínima clínicamente significativa que sugiere Sivori et al (22) en su consenso de + 2 ml/kg/min.


  El incremento de la distancia recorrida de los pacientes con secuelas de TB en nuestro estudio fue de 110.2 metros; un valor por encima de los incrementos mínimos clínicos significativos en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) (23), lo que sugiere que pacientes con secuelas de TB mejoran significativamente la distancia recorrida luego de ocho semanas de ejercicio continuo incluso más que los pacientes con EPOC.


  La saturación de oxígeno al inicio y al final del 6MWT no presentó cambios significativos al comparar los datos antes de la intervención y posterior a ella como ocurrió en el estudio de Yoshida et al (16) en el cual posterior a la intervención de ejercicio durante dos semanas no se encontraron cambios significativos. Estos datos difieren de los encontrados por Sharma et al (24), en su estudio con siete pacientes que recibieron tratamiento farmacológico para la TB miliar y a los cuales se les realizó una prueba de esfuerzo en la que encontraron cambios significativos en la saturación antes del tratamiento y al finalizar el tratamiento. Sin embargo, la poca cantidad de pacientes sugiere que es necesario incrementar la muestra de pacientes para determinar realmente si hay diferencias significativas.


  En cuanto a la CVRS no se encontraron valores que sugirieran compromiso clínico. Sin embargo se presentó un cambio significativo en la subescala ansiedad del cuestionario HADS, datos que difieren a los encontrados en estudios como el de Husain et al (25) con 108 pacientes diagnosticados con TB a los cuales se les realizó el cuestionario HADS encontrando 46,3% y 47,2% de ellos con resultado positivo para depresión y ansiedad respectivamente, y una asociación al aumento en síntomas reportados, control de la enfermedad y percepción más grave de consecuencias. También Aamir et al (26) en su estudio con 65 pacientes con TB multidrogo resistente reportaron 72% de los pacientes con compromiso en ansiedad y depresión evaluada con el cuestionario HADS.


  Con respeto al SGRQ se encontró mayor compromiso en las categorías actividad y síntomas de los pacientes evaluados, estos resultados son similares a los reportados por Pasipanodya et al (27), en el cual incluyeron 105 personas con TB pulmonar y 207 con TB latente a las cuales les aplicaron el SGRQ y hallaron fiabilidad y validez en esta población con una correlación intraclase 0,927, p < 0,01 y alfa de Cronbach 0,9. El puntaje total de la media fue mayor en los pacientes que presentaban TB pulmonar versus los pacientes con TB latente 23.5 [SE, 2.2] al compararlo con 10.3 [SE, 1.0], respectivamente, p < 0,001. Se conoce que estos dominios son aquellos en donde se presentan la mayoría de los síntomas producidos por las secuelas de la TB.


  Como conclusión, pacientes con secuelas de TB pulmonar con deterioro de la capacidad funcional toleran un programa de RP. El test de caminata de seis minutos es una prueba que arrojó resultados confiables en la mejoría de la capacidad funcional incluso por encima de otras enfermedades respiratorias crónicas como la EPOC por lo que se sugiere debe realizarse siempre al inicio y final de un programa de RP. Solo la puntuación total del cuestionario SGRQ tuvo diferencias significativas al final de la RP, por ello se recomienda en futuros estudios incrementar la población con el fin de determinar mejorías significativas en las otras categorías del cuestionario SGRQ.


  El tamaño reducido de la muestra incluida en el estudio es una limitación que no permite extrapolar los resultados a toda la población. A pesar de esto, la importancia clínica de este estudio radica en la evidencia que aporta acerca del impacto y beneficio de la RP en pacientes con secuelas de tuberculosis pulmonar, datos que son escasos en la población colombiana y que de ser conocidos y aplicados generarían una mejora en la CVRS, así como disminución de la discapacidad y las consecuencias económicas y sociales para las personas que la padecen y su núcleo familiar.
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  Resumen


  Objetivo. Se realiza una revisión sobre los aspectos degradativos de materia orgánica, obten­ción de energía y nutrientes de las bacterias anaerobias. La importancia de estos microorganis­mos es el papel que desempeñan en los procesos que contribuyen al mantenimiento de la vida misma. Dentro del metabolismo para la descomposición de macromoléculas, estos microor­ganismos realizan varios procesos: hidrólisis, acetogénesis y metanogénesis, entre otros, co­bija reacciones que se realizan dependiendo de las características particulares de la bacteria y de las funciones que cumplen dentro del ciclo degradativo, para la obtención de nuevos pro­ductos dependiendo de las rutas bioquímicas o procesos fermentativos que allí se desarrollan.
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  Abstract


  Objective. A review of the degradation aspects of organic matter, obtaining energy and nutrients from anaerobic bacteria is performed. The importance of these organisms is the role they play in the processes contributing to the maintenance of life itself. Within the metabolism for the decomposition of macromolecules, these microorganisms perform several processes: hydrolysis acetogenesis and methanogenesis, among others, it covers reactions performed depending on the particular characteristics of the bacteria and of the roles in the degradative cycle for development of new products depending on the biochemical pathways or fermentation processes that take place there.


  Keywords: anaerobic bacteria, biochemical pathways, hydrolysis, acetogenesis, methanogenesis

  


  Introducción


  Las bacterias anaerobias cuentan con un metabolismo que genera su energía a partir de sustancias que carecen de oxígeno, lo hacen generalmente a través de procesos de fermentación, aunque en ocasiones, como en el caso de las que se encuentran en grietas hidrotermales marinas a grandes profundidades, que lo hacen mediante reacciones que emplean compuestos químicos inorgánicos.


  Estudios estiman que la vida se inició en el planeta hace unos 3800 millones de años; durante los primeros 2000 a 2500 millones de años estuvo poblado exclusivamente por comunidades bacterianas, que a través de su evolución lograron cambiar las condiciones de la tierra, favoreciendo así, la posterior aparición de formas de vida más complejas (1). Además, la diversificación evolutiva de las bacterias condujo a la aparición de las formas de nutrición que hoy existen. La actividad secuencial y acompasada de las bacterias fotosintéticas, heterótrofas, saprofitas y quimiosintéticas permitió y permite que la materia se recicle y pueda seguirse utilizando indefinidamente (2). El desarrollo de todas estas formas de nutrición tuvo, por tanto, como consecuencia un hecho trascendental: se cerraron los ciclos biogeoquímicos del planeta, con lo que la vida pudo perpetuarse a expensas de la energía solar (1,3,4).


  Muchos consideran a las bacterias como organismos insignificantes y carentes de interés, manejando un discurso referido a ver en ellas un conjunto de agentes infecciosos a los que hay que combatir porque hacen daño (1). Sin embargo, la comunidad científica ha comenzado a tener una mirada diferente acerca del mundo bacteriano, ya que se conocen los procesos metabólicos que desarrollan y las aplicaciones de estos para el beneficio de la sostenibilidad de la vida y finalmente se comprende que tienen mucho que enseñar, por algo son los habitantes más viejos de la Tierra.(3) El hecho de que hayan sido capaces de sobrevivir a todas las grandes catástrofes planetarias, que han acarreado la extinción masiva de muchas especies de mayor tamaño y, en apariencia, de mayor capacidad e importancia, hace volver sobre la grandeza y complejidad de estos seres tan pequeños (2,4).


  La actividad metabólica de los diversos grupos bacterianos da lugar a la formación de distintos microambientes en los que cada grupo va a encontrar los más adecuados a sus necesidades y va a estar protegido de factores ambientales potencialmente tóxicos (altos niveles de oxígeno, alta intensidad de luz, exposición a la radiación ultravioleta, desecación, estrés osmótico etc.). Estas asociaciones facilitan el intercambio de nutrientes, gases y metabolitos, y reflejan un estilo de vida mutualista y sinérgico, donde el crecimiento, la reproducción y los ciclos biogeoquímicos son llevados a cabo de forma más eficiente que en poblaciones aisladas (2,3). En la Figura 1 se hace una diferenciación de los diferentes procesos de digestión que puede llevar una bacteria siendo aerobia o anaerobia.


  La vida en comunidad permite que los desechos, que genera un grupo de bacterias, se conviertan en nutrientes y posibilite condiciones ambientales aptas para el desarrollo de otros grupos bacterianos. Con frecuencia se observa que estas comunidades, que están en todos los espacios naturales, se disponen en láminas estratificadas, en las que las bacterias fotosintéticas, productoras de oxígeno y materia orgánica como las cianobacterias, se sitúan en la parte superior con mayor exposición a la luz solar; debajo de éstas se sitúan las bacterias heterotróficas aerobias, consumidoras de oxígeno y materia orgánica, y las bacterias quimioautotróficas, que necesitan oxígeno para oxidar los compuestos, como el amonio, de donde obtienen la energía necesaria para sintetizar su propia materia orgánica (5). La actividad de estas bacterias, que consumen oxígeno, origina condiciones anaerobias en las capas más profundas, donde van a residir los distintos grupos de bacterias anaerobias (6).


  Procesos metabólicos de las bacterias anaerobias


  El proceso fermentativo de las bacterias anaerobias comprende una serie de procesos, que interactúan entre sí, en una serie de reacciones metabólicas complejas en ausencia de oxígeno, haciendo parte importante de los ciclos biogeoquímicos del Carbono, Nitrógeno y Azufre, entre otros (7). Estos procesos metabólicos se han divido en 3 grupos o etapas principales: 1) Hidrólisis y fermentación, 2) Acetogénesis y 3) Metanogénesis; la primera etapa del proceso involucra la hidrólisis de sólidos insolubles, es decir partículas orgánicas (celulosa o hemicelulosa) o coloides orgánicos (proteínas), en compuestos solubles simples que pueden ser absorbidos a través de la pared celular, para que posteriormente, dichas moléculas hidrolizadas sean catalizadas por bacterias fermentativas en alcoholes y ácidos grasos, teniendo como resultado de este proceso, la producción de hidrógeno y dióxido de carbono. Luego, durante la Acetogénesis, se produce ácido acético a través de la oxidación de ácidos grasos de cadena corta o alcoholes o a través de la reducción del CO2, usando hidrógeno como donador de electrones para la reacción (7). El último paso que corresponde a la Metanogénesis, es llevada a cabo por arqueas las cuales obtienen su energía de la conversión de un número restringido de sustratos a metano (8).


  Procesos químicos de la digestión
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  La digestión anaerobia es una fermentación mi­crobiana en ausencia parcial o total de oxígeno que da lugar a una mezcla de gases, en los cuales principalmente se encuentra el metano y el dió­xido de carbono. El producto principal obtenido de la digestión anaerobia es el biogás, mezcla ga­seosa de metano en una proporción de 50 a 70% y dióxido de carbono (CO2) de 30 a 50%, con pequeñas cantidades de otros componentes como nitrógeno (N), oxígeno (O2), hidrógeno (H), sul­furo de hidrógeno (H2S), estos valores dependen tanto de los microorganismos que se encuentren presentes como del proceso en sí (9,10).


  Los procesos en donde las bacterias anaerobias hacen degradación se llevan a cabo en ausencia de oxígeno (O2). Los microorganismos trabajan en serie o grupo donde degradan la materia orgánica a través de etapas sucesivas, cada una desencadenando la siguiente etapa (7). Los microorganismos anaerobios de importancia clínica obtienen principalmente su energía mediante la utilización de las vías fermentativas, en donde los compuestos orgánicos como los ácidos y alcoholes, entre otros, sirven básicamente como aceptores finales de electrones (11).


  Elementos en la digestión


  Para que las bacterias puedan realizar estos procesos deben verse condicionadas por algunos factores físicos y químicos, que posibilita su adecuado desarrollo, estos factores son: cargas de materia orgánica, ácidos grasos volátiles, temperatura, alcalinidad, nutrientes y presencia de N y P, entre otros (12). La presencia de materia orgánica y la temperatura son fundamentales para el metabolismo de las bacterias. Este último aspecto es un factor condicionante en las interacciones biológicas y de supervivencia que desarrollan las bacterias. En la Tabla 1. se muestra los diferentes rangos de temperatura y algunos microorganismos anaerobios facultativos y anaerobios estrictos que hacen parte en cada uno de éstos (12, 13).
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  Por otro lado, el pH influye en el crecimiento bacteriano, casi todas las bacterias muestran un crecimiento óptimo en un intervalo de pH de 6.5 – 7.5, en la tabla 2 se muestran las escalas de pH y microorganismos anaerobios asociados a estos (13).
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  Durante el proceso anaerobio, hay ciertos factores que pueden afectar el pH en una reacción, como por ejemplo el ácido carbónico y los ácidos voláti­les. Generalmente los rangos de pH de las bacterias están entre 6.0 y 7.5 y la capacidad que tiene el buffer, se muestra de una forma dependiente del sis­tema gas carbónico/alcalinidad, el cual, en equili­brio con la disociación del ácido carbónico, tiende a regular la concentración del ion hidrógeno así:
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  La capacidad buffer de los ácidos grasos volátiles sobre la alcalinidad ocurre en una franja de pH entre 3.75 y 5.75, siendo por tanto de poca impor­tancia en un proceso anaerobio (14).


  Los nutrientes que utilizan las bacterias generalmente son tomados del ambiente en donde se desarrollan, por lo cual se dice que éstos son tomados de la materia orgánica o inorgánica en donde se encuentren, por eso las bacterias anaerobias pueden crecer en presencia de N, P, S, C, entre otros compuestos (14). Como se ha mencionado anteriormente las bacterias interactúan entre sí en una serie de reacciones metabólicas en ausencia de oxígeno, haciendo parte importante de los diferentes ciclos biogeoquímicos.


  Bacterias sulfatoreductoras


  Las bacterias sulfatoreductoras son organismos anaerobios que pueden utilizar los sulfatos como aceptores finales en la respiración, reduciéndolo sin asimilarlo. Los sulfatos son las sales o los ésteres del ácido sulfúrico, contienen como unidad común un átomo de azufre en el centro de un tetraedro formado por cuatro átomos de oxígeno (15). Estas bacterias se pueden adaptar a diferentes lugares o situaciones y pueden ser encontradas en numerosos ambientes terrestres y acuáticos en los cuales se ha disminuido el oxígeno debido a la descomposición aeróbica de la materia orgánica, esta adaptación de las bacterias en los diferentes ambientes se ve reflejada en las vías de interacción, Figura 2. En estos ambientes anaeróbicos, bacterias fermentadoras pueden extraer energía de las grandes moléculas orgánicas, dando como resultado pequeñas moléculas tales como ácidos orgánicos y alcoholes que son oxidados por acetógenos y metanógenos (16).


  Estas bacterias se encuentran principalmente en ambientes anóxicos ricos en sulfatos. Han sido descubiertas en suelos, lodos de estuarios, en aguas dulces, de alcantarillado y marinas, salobres, termales y áreas geotermales, depósitos de sulfuro, en pozos petroleros y de gas, y en el intestino de mamíferos e insectos, las bacterias reductoras de sulfato son comunes en entornos anaeróbicos en los que ayudan en la degradación de la materia orgánica (17).
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  Fases de la digestión anaerobia


  Hidrólisis


  La hidrólisis es la descomposición biológica de polímeros orgánicos en moléculas más pequeñas (monómeros y dímeros) que son capaces de atravesar la membrana celular, este proceso se lleva a cabo por medio de enzimas denominadas hidrolasas, capaces de solubilizar la materia orgánica y romper enlaces específicos con ayuda de agua para poder ser utilizadas (18).


  La degradación anaerobia principalmente se da en polímeros como celulosa y hemicelulosa, con la participación de enzimas celulasas. De esta enzima se conocen tres tipos: endocelulasa, encargadas de romper los enlaces 1,4-β glucosídicos internos del polímero para convertirlo en moléculas más pequeñas; exocelulasas encargadas de romper los enlaces 1,4-β glucosídicos de los polímeros reducidos por las endocelulasas obteniendo tetrámeros o dímeros y por último, las celobiasas o β-glucosidasas las cuales hidrolizan las moléculas resultantes de la última hidrolisis en dos moléculas de glucosa (8).


  Dentro de las bacterias anaerobias que participan en las fases de hidrólisis y acidogénesis se encuentran Peptostreptococcus, Propionibacterium, Bacteroides, Micrococcus y Clostridium que interactúan con algunas bacterias de la familia Enterobacteriaceae (19).


  Fermentación anaerobia


  La fermentación anaeróbica incluye un complejo número de microorganismos con diferentes características y capacidades, durante el proceso de producción del metabolito los productos finales son sustancias orgánicas, por ejemplo, ácido láctico, ácido propiónico, ácido acético, butanol, etanol y acetona. En los procesos anaerobios los microorganismos producen mucho menos energía que en los aerobios, y para suplir sus necesidades de energía metabolizan una mayor cantidad de azucares y por consiguiente elaboran una mayor cantidad de metabolitos. Estos microorganismos llevan a la producción de metano en la última etapa del proceso de digestión anaerobia. Las bacterias productoras del biogás son estrictamente anaeróbicas y por lo tanto sólo podrán sobrevivir en ausencia total de oxígeno atmosférico (20).


  En esta etapa, principalmente, los productos de la hidrolisis son convertidos en ácidos orgánicos, y en la fermentación como paso siguiente a la hidrólisis el material orgánico soluble es transformado en acetato, ácidos grasos de cadena corta, alcoholes, hidrógeno y dióxido de carbono (8). Las bacterias anaerobias fermentativas utilizan rutas catabólicas de polisacáridos, aminoácidos y glicerol para la producción de glucosa, la cual puede ser utilizada en las rutas de fermentación alcohólica, láctica y acética. Como resultado de esta fermentación se obtienen alcoholes y ácidos grasos (21).


  Entre los principales productos de la fermentación de carbohidratos se encuentran los ácidos grasos volátiles. Estos son importantes intermediarios para la producción de metano y su concentración es muy importante para la eficiencia de la Metanogénesis (21).
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  Procesos fermentativos


  Fermentación alcohólica


  Es el tipo de fermentación más antigua que se conoce, es un proceso biológico que se lleva a cabo en ausencia de O2, originado por la actividad de algunos microorganismos. Produce etanol a partir de glucosa, aunque otras bacterias también producen alcohol, éste es elaborado por otras vías (23). Lafermentación alcohólicaes unproceso biológicodefermentaciónen plena ausencia deaire(oxígeno-O2), originado por la actividad de algunos microorganismos que procesan loshidratos de carbono(por regla general azúcares de tipo hexosa: como por ejemplo laglucosa, lafructosa, la sacarosa para obtener como productos finales: unalcoholen forma deetanolcuya fórmula química es:(CH3-CH2-OH), dióxido de carbono (CO2) en forma degasy unas moléculas deATP que consumen los propios microorganismos en sumetabolismocelular energético anaeróbico (24).


  La reacción de fermentación se representa por la siguiente ecuación:
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  La fermentación alcohólica tiene como finalidad biológica proporcionar energía anaeróbica a partir de la glucosa a losmicroorganismosunicelulares(levaduras) en ausencia deoxígeno (24).


  Fermentación heteroláctica


  En esta fermentación, su producto final no es exclusivamente el ácido láctico, como lo es la fermentación homolactica, Figura 3. En este tipo de fermentación se pueden producir otros productos finales como ácido acético y ácido fórmico generados por bacterias del género Bifidobacterium (25). Las bifidobacterias son un grupo predominante de la microflora del colon que puede representar hasta el 25% del número total de bacterias presentes (26, 27). Debido a su naturaleza heterofermentativa, las bifidobacterias pueden producir ácido láctico y etanol, así como varios ácidos grasos de cadena corta tales como ácido acético y ácido fórmico.Algunos investigadores también mencionan la producción de pequeñas cantidades de dióxido de carbono y ácido succínico (28).


  La reacción se representa por la siguiente ecuación:
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  Fermentación acetona–butanol


  Es una variación de la fermentación ácido–mixta, figura 4, en la que también se forman butanol, etanol, acetona e isopropanol, esta es una característica de algunas especies del géneroClostridium (29). La ruta metabólica para la producción de acetona-butanol-etanol está dada en dos diferentes fases, pero que tienen ciertas características de la fermentación que son nombradas comúnmente como fases de acidogénesis y solventogénesis. La primera fase está comprendida por la formación de ácido acético, butírico y ATP durante el crecimiento exponencial de las células. A este le sigue una fase otra donde el crecimiento va a ser estacionario, es en esta parte del proceso en que la solventogénesis toma lugar, los ácidos son asimilados, y la acetona-butanol-etanol aparecen como metabolitos secundarios (30).
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  Las enzimas PTA: Fosfotransacetilasa; AK: Acetatokinasa; CoAT: CoA transferasa; PTB: Fosfotransbutirilasa; BK: Butirato kinasa; BADH: Butiraldehido deshidrogenasa; BDH: Butanol deshidrogenasa.


  Fermentación propiónica


  Los productos principales de esta fermentación son ácido propiónico, ácido acético, ácido succínico y dióxido de carbono, como se muestra en la Figura 5. Es característica de las bacterias del género Propioni bacterium,Veillonellay Clostridium propionicum, que pueden producir ácido propiónico utilizando el ácido láctico como sustrato, y algunas también a partir de polialcoholes, aminoácidos y otros ácidos orgánicos distintos al ácido láctico (31).


  Los mecanismos de la fermentación propiónica de las hexosas se hace de dos maneras:


  · Hexosas → ácido láctico → ácido propiónico


  · Hexosas → ácido pirúvico → ácido propiónico (32).


  En este proceso fermentativo la mayoría de bacterias presentes son del géneroPropionibacterium, aunque también participan otras bacterias anaerobias estrictas, las cuales realizan principalmente fermentación secundaria de los productos de las fermentaciones lácticas primarias. Pueden fermentar la glucosa y glicerol para producir ácido propiónico y ácidos acético y succínico como dos subproductos (33).


  Su ecuación fundamental es la siguiente:
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  Fermentación del ácido butírico


  Se presenta generalmente en bacterias del género Clostridium. Si bien hasta ahora la referencia ha sido la fermentación de hidratos de carbono como procedimiento para obtener energía, sin embargo, se debe mencionar que otros compuestos orgánicos pueden ser fermentados, por ejemplo: aminoácidos (alanina, glicina) (24,35). En la Figura 6 se muestra el proceso de la fermentación butírica y la obtención de los productos finales.
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  En color azul producción de butirato. En color rojo producción de acetato y etanol a partir del acetil-CoA. En color naranja producción de butanol acetona e isopropanol. En color verde producción de acetato a partir de CO2 e H2-. Los productos finales se muestran en los recuadros (35).


  Acetogénesis


  Esta es una fase en la cual se aceleran los procesos metabólicos bacterianos, con transformación enzimática o hidrólisis, de lípidos, polisacáridos, proteínas y ácidos nucleicos, en otros compuestos que serán utilizados como fuentes de energía y como transformación a carbono celular (36).


  En la acetogénesis, los ácidos grasos volátiles se convierten en ácido acético, dióxido de carbono e hidrógeno. El ácido acético es producido por dos diferentes mecanismos: acetogénesis por hidrogenación, en la cual se produce acetato (CH3COO-) como producto final de la reducción de dióxido de carbono (CO2) más hidrogeno (H) y la acetogénesis por deshidrogenación en donde las bacterias son inhibidas por pocas cantidades de oxígeno (O2) y por lo tanto solo sobreviven en asociaciones con microorganismos que consumen hidrogeno como las bacterias homoacetogénicas (fermentación láctica) y bacterias sulfato reductoras.


  Las bacterias homoacetogénicas son microorganismos anaerobios estrictos los cuales catalizan la formación de acetato a partir de hidrogeno (H) y dióxido de carbono (CO2). La reducción del dióxido de carbono en todos los homoacetógenos se produce por la ruta de la acetil-CoA, esta ruta también es útil para la fijación de carbono por las bacterias sulfatoreductoras y la fermentación de homoacetógenos para producir acetato como producto final (8).


  Dentro de los géneros más sobresalientes de las bacterias homoacetogénicas se encuentran Clostridium aceticum, Clostridium formicoaceticum y Acetobacterium wooddi (19,37,43)
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  Metanogénesis


  La metanogénesis es la etapa final de la digestión anaerobia. La formación de metano se da a partir de dos rutas principales la primera es la acetoclástica en la cual los microorganismos crecen principalmente en su sustrato (acetato) y la segunda es la hidrogenotrófica en donde los microorganismos crecen en sustratos como hidrógeno (H) y dióxido de carbono (CO2). Su metabolismo se caracteriza por integrar las vías biosintéticas y bioenergéticas para la producción de ATP, además en ausencia de hidrógeno, oxidan compuestos para la obtención de electrones (35).
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  El producto final es el metano (CH4) y el aporte de la vía hidrogenotrófica es del 27 al 30 % y por la vía acetoclástica es del 70% (39).


  Por otro lado, las bacterias metanogénicas pueden ser consideradas como las más importantes dentro del consorcio de microorganismos anaerobios ya que tienen la capacidad de producir gas metano (CH4) a través de la conversión de substratos monocarbonados o con átomos de carbono unidos por un enlace covalente como el acetato, H2, CO2, formato, metanol y algunas metilaminas, figura 7 (40). Existen otras formas que permiten la metanogénesis, esto depende de los sustratos que se utilicen o se encuentren en el ambiente, puede ser a partir de ácidos orgánicos, alcoholes y pequeñas moléculas que son utilizadas por los anaerobios estrictos, así como el metano puede ser el sustrato de diferentes microorganismos entre ellos los aerobios estrictos (41).
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  En el gráfico se observa la oxidación de CO2 que se observa de color azul, mientras que la formación de esqueletos carbonados tiene lugar asimilando el formaldehido, que puede ser por la vía de la serina (izquierda) o bien por el ciclo de la rubilosa monofosfato (derecha). La caja en esta vía representa reacciones catalizadas por aldosas y trancetolasas (42).


  El análisis del ARNr 16S ha permitido identificar aproximadamente unas 90 especies de metanógenas distribuidas en 5 clases distintas:Methanobacteria, Methanococci, Methanomicrobiota, Methanopyri y Methanosarcinales. Estas bacterias abundan en ambientes donde se encuentran aceptores de electrones tales como O2, NO3-, Fe3+, y SO4 2-. Se encuentran en hábitats típicos como digestores anaerobios, sedimentos anóxicos, suelos de humedales y tractos gastrointestinales (42).


  Los organismos metanogénicos se clasifican dentro del dominio Archaea, y, morfológicamente, pueden ser bacilos cortos y largos, cocos con diferentes asociaciones celulares, células en forma de placas y metanógenos filamentosos, existiendo tanto Gram positivos como Gram negativos dependiendo del sustrato sobre el que crecen, se pueden dividir en tres clases principales: los que usan un sustrato de tipo CO2; las que utilizan un sustrato de tipo metilo ó un sustrato de tipo acetato, a partir de los cuales obtienen energía por medio del proceso denominado metanogénesis (43).


  En el primer paso de este proceso, suponiendo que se usa un sustrato CO2, interviene una coenzima llamada metanofurano que realiza la reducción del CO2a formilo. En el siguiente paso la metanopterina se une al C1de dicho formilo y lleva a la futura molécula de metano desde su estado de formilo hasta metilo, realizándose en el proceso una serie de reducciones por la coenzima F420, quien transporta electrones obtenidos del H2para producir dicha reducción a metilo (8).


  Después, es la coenzima M quien interviene sobre el grupo metilo, que es reducido a metano, en el último paso de la metanogénesis, con la intervención del complejo enzimático reductasa metil-F430 y la coenzima B. Este proceso es enlazado con la síntesis de compuestos orgánicos por medio de un corrinoide al que la metanopterina cede el grupo metilo en lugar de hacerlo a la coenzima M, por lo que la bacteria ahorra en enzimas, rutas y energía. La reacción de producción de metano es fuertemente exoenergética, y la emplean como fuente de energía (44).
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  En la figura 8 se muestran varios microorganismos anaerobios estrictos y algunos facultativos que participan en cada uno de los procesos de las diferentes fases de la digestión anaerobia.


  
    	Fase no metanogénica: Bacteroides sp, Clostridium sp, Bifidobacterium sp, Sphaerophorus sp, Fusobacteium sp, Veillonella sp, Peptococcus sp, Desulfovibrio sp. y otros como: Lactobacillus sp, Actinomyces sp, Corynebacterium sp, Micrococcus sp, Spirillum sp, Sarcina sp (10).


    	Fase metanogénica: Bacteroides sp, Clostridium sp, Bifidobacterium sp, Sphaerophorus sp, Fusobacteium sp, Veillonella sp, Peptococcus sp, Desulfovibrio sp. y otros como: Methanobacterium sp, Methanococcus sp, Methanospirillum sp, Methanobrevibacter sp, Methanomicrobium sp (46).

  


  Bacterias sintróficas


  Dentro del metabolismo de la digestión anaerobia existen grupos de bacterias sintróficas cuya principal característica es la unión de varias especies para realizar una reacción química. Existen 4 categorías de bacterias que participan en los pasos de conversión de la materia hasta moléculas sencillas como metano o dióxido de carbono y que van cooperando de forma sinérgica, estas son:


  Grupo 1: Bacterias hidrolíticas. Son un conjunto de bacterias cuya finalidad es romper los enlaces complejos de proteínas, celulosa, lignina o lípidos en monómeros o moléculas como aminoácidos, glucosa, ácidos grasos y glicerol, los cuales pasan al siguiente grupo de bacterias. En este proceso participan principalmente Clostridium y Bacteroides (47).


  Grupo 2: Bacterias fermentativas acidogénicas. Las cuales se encargan de convertir azúcares, aminoácidos y lípidos en ácidos orgánicos, alcoholes y cetonas, acetato, CO2 y H2, siendo Clostridium el microorganismo que se encuentra principalmente realizando este proceso, aunque Lactobacillus y Bacillus, también lo hacen (47).


  Grupo 3: Bacterias acetogénicas. Estas solo se desarrollan como productoras de H2 junto a otras bacterias consumidoras de este. Syntrophobacter wolinii, especializada en la oxidación de propionato, y Syntrophomonas wolfei, que oxida ácidos grasos de 4 a 8 átomos de carbono, convierten el propiónico, butírico y algunos alcoholes en acetato, hidrógeno y dióxido de carbono, el cual se utiliza en la metanogénesis (47).


  Grupo 4: Bacterias metanógenicas: son aquellas bacterias capaces de generar gas metano como última fase de la digestión anaerobia descrita anteriormente (45,47).


  Otros procesos metabólicos


  Metabolismo del nitrógeno


  Los microorganismos actúan sobre el nitrógeno mediante: las proteinasas y peptidasas, las cuales hidrolizan las proteínas a péptidos y aminoácidos libres; los aminoácidos libres son utilizados directamente para la síntesis de proteínas y constituyentes celulares como la pared celular y ácidos nucleicos; los aminoácidos son también catalizados a ácidos grasos volátiles, otros ácidos, CO2 y amoníaco; la urea es hidrolizada a amoníaco por acción de la ureasa; los nitratos son reducidos a amoníaco y el amoníaco se utiliza en la síntesis de los componentes celulares microbianos como las proteínas, entre otros (48).


  Todas las bacterias no tienen la misma capacidad para degradar por la vía anaerobia proteínas, peptonas, polipéptidos y aminoácidos. Las que tienen esta propiedad se denominan bacterias putrefactivas porque a menudo generan productos de olor desagradable. Las bacterias putrefactivas son las que pueden llevar a cabo la degradación catabólica de compuestos nitrogenados en condiciones anaeróbicas y con frecuencia, las sustancias resultado del proceso pueden suministrar el carbono y el nitrógeno necesarios para su desarrollo (48).


  Las bacterias putrefactivas son sobre todo especies del género Clostridium, como C. botulinum, C. perfringens, C. sporongenes, C. tetani y C. tetanomorphum. Además de éste género encontramos otras especies putrefactivas pertenecientes a grupos taxonómicos distintos, como la de los géneros Fusobacterium, Streptococcus, Micrococcus y Proteus (48).


  Las bacterias putrefactivas son alcalófilas y a su vez tienden a alcalinizar los medios de cultivo, debido a que se libera amoniaco con formación de ácidos débiles, o se liberan bases orgánicas. Es conocido el hecho de que los organismos fermentadores y los putrefactivos son antagónicos y que, una vez que se ha desarrollado uno de ellos en un medio, difícilmente puede desarrollarse el otro (49).


  Las macromoléculas proteicas no pueden penetrar dentro de la célula bacteriana, por esto muchas de ellas se liberan al medio, donde enzimas que las hidrolizan las transforman en aminoácidos o en péptidos de bajo peso molecular, con mayor facilidad para ingresar. Estas enzimas proteolíticas son endopeptidasas y exopeptidasas; las primeras rompen la cadena polipeptídica en cualquier punto con una misma probabilidad, mientras que la segunda sólo lo hace por los extremos. Las exopeptidasas se subdividen en aminopeptidasas, que requieren un grupo amino terminal y son dependientes de un ion metálico para su actividad, y las carboxipeptidasas, que hidrolizan péptidos con un carboxilo terminal. Los aminoácidos y otros compuestos heterocíclicos producto de la hidrólisis de sustancias nitrogenadas más complejas, se consideran los verdaderos sustratos del catabolismo fermentativo de los microorganismos putrefactivos (49).


  Fijación del nitrógeno


  El nitrógeno es un elemento necesario en la composición de proteínas, ácidos nucleicos y otros componentes celulares, siendo así una molécula esencial para el crecimiento de todos los organismos. Aunque es extremadamente común (80% por volumen) en la atmósfera en forma de gas (N2) es generalmente inaccesible biológicamente debido a su alta energía de activación. Aproximadamente el 78% de atmósfera está formado por N2, sin embargo el nitrógeno atmosférico representa sólo el 1.2% del nitrógeno que hay sobre el planeta. Se debe tener en cuenta que el nitrógeno lo podemos encontrar presente en rocas y minerales, que representan un 98% aproximadamente del total del nitrógeno que hay en la Tierra (50).


  El proceso por el cual los microorganismos reducen el nitrógeno hasta una forma utilizable se conoce como fijación biológica del nitrógeno (FBN) Figura 9. La reducción del nitrógeno atmosférico es un proceso bastante complejo porque requiere un gran aporte de energía para reducirse. El nitrógeno está compuesto de dos átomos de nitrógeno los cuales están unidos por un triple enlace covalente, con lo que la molécula se vuelve altamente inerte y no reactiva.Los organismos responsables de la fijación de nitrógeno contienen la enzima nitrogenasa y se llaman diazótrofos. La nitrogenasa cataliza la ruptura de esta unión y adiciona tres átomos de hidrógeno a cada átomo de nitrógeno.Los microorganismos que fijan el nitrógeno requieren 16 moles de adenosin trifosfato (ATP) para reducir cada mol de nitrógeno (51).


  En toda la naturaleza, solamente las bacterias especializadas son capaces de realizar la fijación de nitrógeno, convirtiéndolo en amoniaco (NH3) que es asimilado fácilmente por todos los organismos. Estas bacterias, por lo tanto, son muy importantes ecológicamente y son a menudo esenciales para la supervivencia de ecosistemas grandes. Esto es especialmente cierto en el océano, en donde las Cyanobacterias fijadoras de nitrógeno son a menudo las únicas fuentes de nitrógeno. También es muy importante en el suelo, existiendo simbiosis especializadas entre legumbres y bacterias fijadoras de nitrógeno, imprescindibles para el crecimiento de estas plantas (52).


  La fijación de nitrógeno se puede encontrar en varios géneros bacterianos y en otros microorganismos pero no es universal, depende del tipo de microorganismo, el ambiente en el cual se desarrolla y las condiciones para el mismo, además de la presencia de enzimas que les ayudan en los diferentes procesos metabólicos que suceden para llegar finalmente a la fijación. La enzima nitrogenasa, responsable de la fijación de nitrógeno, es muy sensible al oxígeno, por lo que un pequeño contacto con este la inhibirá irreversiblemente, por esto los organismos fijadores de nitrógeno deben contar con mecanismos que le permitan mantener la concentración de oxigeno baja (52).


  Los mecanismos utilizados son:


  · Heterocistos (célula especializada en la fijación de nitrógeno atmosférico) en los agregados o filamentos celulares en bacterias del género como Cyanobacteria (por ejemplo Anabaena) en donde una célula no realiza la fotosíntesis sino que solamente fija el nitrógeno para sus socias que a cambio la proveen de energía.


  · Nódulos en las raíces de las plantas (por ejemplo, Rhizobium), en donde la planta le proporciona oxígeno a la bacteria a través de moléculas de hemoglobina (53).


  · Forma de vida anaerobia (por ejemplo, Clostridium pasteurianum).


  · Metabolismo muy rápido (por ejemplo, Azotobacter vinelandii) (54).


  La producción y actividad de la nitrogenasa se regula muy en detalle, tanto porque la fijación del nitrógeno es un proceso costoso energéticamente (ya que se requieren 16 a 24 ATPs por N2 fijado) como por la sensibilidad extrema de la nitrogenasa al oxígeno (55).


  Los microorganismos se han adaptado y han tomado diferentes estrategias para evitar la inactivación de las nitrogenasas. Los mecanismos empleados para integrar la fijación biológica del nitrógeno (FBN) a los requerimientos fisiológicos son diversos y específicos, entre ellos se pueden destacar la evasión del O2 y el desarrollo en ambientes anaeróbicos, la generación de barreras físicas de protección que impidan la difusión del O2 y la eliminación metabólica del O2 para reducir su concentración a niveles aceptables e inocuos cerca de los complejos enzimáticos (55).
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  Las principales bacterias anaerobias asociadas a este proceso pertenecen a los géneros Thiobacillus, Clostridium, Desulfovibrio, Desulfotomaculum y Methanobacillus y otros anaerobios asociativos como: Agrobacterium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y Beijerinckia (56).


  Oxidación del hierro ferroso


  En condiciones anoxigénicas el hierro ferroso puede ser oxidado por bacterias autótrofas anaerobias, y en este caso el hierro es utilizado como donador de electrones para el crecimiento. En ausencia de oxígeno el Fe2+ es estable a pH neutro, al cual se lleva a cabo la fotosíntesis anoxigénica. El descubrimiento de bacterias fotótrofas oxidadoras de Fe2+, permite explicar la evolución de la fotosíntesis y de los grandes depósitos de hierro férrico que están presentes en sedimentos desde hace mucho tiempo, pues parece probable que el ión férrico se formara mediante fotótrofos anoxigénicos que oxidaron el Fe2+ en ambientes anóxicos (43,49,57).


  Deshidrogenación


  La glutamato deshidrogenasa y la alanina deshidrogenasa son enzimas ligadas al NAD+ o al NADP+ que convierten al respectivo sustrato en ácido α-cetoglutárico y pirúvico y liberan NH3. Para esta reacción el oxígeno no es esencial. Figura 10.
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  Las bacterias pueden desaminar los aminoácidos de distintas formas. La desaminación por instauración, tiene como producto final un ácido graso insaturado.
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  Normalmente, las bacterias anaerobias y facultativas que tienen deshidrogenasas, cuando actúan en ambientes anaerobios, realizan desaminación reductora y pueden utilizar el hidrógeno molecular como reductor.
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  El compuesto que se obtiene de la desaminación puede ser oxidado por vía anaerobia, para este proceso se necesita un aceptor de electrones estable, el cual puede proveerse libremente, como en la fermentación acoplada de aminoácidos, o puede resultar de la propia degradación metabólica del ácido orgánico. Por ejemplo, en el caso de Clostridium tetanomorphum este hidrógeno da lugar a una desaminación reductora(figura 12). En general, la fermentación de aminoácidos produce ácidos orgánicos, CO2, H2 y NH3 (58).


  La L-arginina es desaminada en primera instancia por la arginina-desaminasa que la convierte en citrulina y luego la ornitina-carbamoil-transferasa mediante fosfato inorgánico la convierte en ornitina y carbamoil fosfato, figura 13 (58).
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  El triptófano es fermentado lentamente por Clostridium sporogenes con la formación de ácido indol propionico; Clostridium propìonicum lleva a cabo desaminación de la treonina a acetobutírico por una treonina-deshidratasa; Clostridium pasteurianum utiliza una serina hidroximetiltransferasa, con lo que rompe la treonina en glicina y acetaldehído, este último es reducido a etanol con reoxidación de NAD+.


  Procesos metabólicos con aminoácidos


  Oxidación de la Lisina


  Clostridium sticklandii y otros clostridios utilizan la lisina como única fuente de carbono en condiciones anaerobias, en la cual se requiere la coenzima B12 como cofactor, y se suceden una serie de reacciones hasta la obtención de ácido butírico y acetato. Figura 14, estas reacciones hacen parte de procesos oxido-reducción.
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  Oxidación de la Ornitina


  Clostridium sticklandii fermenta la ornitina por una vía parecida a la de la lisina, con la formación de acetato y alanina. Figura 15.
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  Reacción de Stickland


  Muchos Clostridium que crecen en medios con hidrolizados de proteínas o con mezclas de aminoácidos obtienen su energía de una reacción de óxido - reducción acoplada entre dos aminoácidos o entre un aminoácido y un compuesto ternario (compuestos formados por tres átomos de distinta naturaleza), como los hidróxidos, los oxoácidos y las oxosales (60).


  Esta reacción de acoplamiento entre dos aminoácidos, se denomina reacción de stickland y se caracteriza porque los aminoácidos por separado no se descomponen en forma rápida, mientras que la pareja de aminoácidos si lo hace, figura 16. En este caso uno de ellos es oxidado y el otro es reducido. Esta reacción constituye la base en como las bacterias utilizan las proteínas como fuente de energía. En los Clostridium proteolíticos, la fermentación de aminoácidos más característica es la reacción de Stickland (60)


  [image: ]


  En esta reacción el donador de electrones es la alanina, la cual es desaminada oxidativamente a piruvato, para sufrir luego una ruptura tiolítica dando acetil-CoA y CO2. El ATP se forma mediante la conversión del acetil-CoA en acetato y el NADH es reoxidado por una desaminación reductora de la glicocola a acetato.


  Los aminoácidos que actúan como reductores pueden dividirse en tres grupos:


  · Aminoácidos alifáticos que son más reducidos que los α cetoácidos (alanina, leucina, isoleucina, norleucina y valina)


  · Aminoácidos alifáticos con el mismo grado de oxidación que los α cetoácidos (serina, treonina, cisteina, metionina, arginina, citrulina y ornitina)


  · Otros aminoácidos, generalmente menos oxidados que los α cetoácidos (histidina, fenilalanina, triptófano, tirosina, aspartato y glutamato), figura 17.
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  Las bacterias que utilizan la reacción de Stickland son Clostridium proteolíticos, entre los que se encuentran Clostridium como: C. acetobutvlicum, C. aerofaetidum, C. bifermentans, C. camis , C. botulinum, C. caproicum, C. indolis, C. mitelmani, C. saprotoxicum, C. sordellii, C. sporogenes, C. sticklandii, C. valerianicum, C. ghoni y C. hystoliticum.


  En la figura 18, se observa: (1) Sistema de la L-aminoácido deshidrogenasa. (2) Sistema de la 2-cetoacido deshidrogenasa. Requiere lipoamida, TPP y HS – CoA. Si R es un grupo metilo y R un átomo de hidrogeno, entonces el esquema representa la fermentación conjunta de la glicina y de la alanina que proporciona acetato y CO₂ según la siguiente estequiometria:
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  La fermentación de alanina y glicina
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  Reacción de Fermentación de un Aminoácido junto a un Cetoácido


  Clostridium propionicum usa la reacción de Stickland para metabolizar la β-alanina a ácido propiónico, utilizando el piruvato como oxidante. El conjunto del sistema degradativo se presenta en la figura 20. Un sistema degradativo similar se encuentra en Clostridium aminobutyricum que convierte α –aminobutirico y como en el caso anterior también se produce acetato (64).
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  Descarboxilacion de aminoácidos


  Cierto número de bacterias catalizan la descarboxilación de algunos aminoácidos según la siguiente reacción, figura 21.
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  Los aminoácidos más frecuentemente descarboxilados de esta forma son histidina, arginina, ornitina, lisina, triptófano y glutamato. La descarboxilación de la lisina genera cadaverina, sustancia básica de olor muy desagradable, figura 22.
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  La reacción de descarboxilación se lleva a cabo principalmente en medio relativamente ácido. Las bases producidas tienden a elevar el pH, estas reacciones de descarboxilación de aminoácidos han sido utilizadas por su significación taxonómica (64).


  Conclusiones


  La vida en la tierra se debe en gran parte a las interacciones bacterianas presentes hoy en día (mutualismo y sinergismo), ya que éstas introdujeron diferentes maneras de supervivencia. Estas interacciones permiten que en el planeta toda materia sea reutilizada, gracias a que las bacterias utilizan diversos compuestos para la obtención de energía necesaria para llevar a cabo todos los procesos biológicos y químicos requeridos para su desarrollo y que les demanda el microambiente en donde se encuentran.


  La utilidad del metabolismo de las bacterias anaerobias, y los procesos bioquímicos que realizan, se ve reflejado en diferentes escenarios de la vida en el planeta, principalmente se observa a nivel industrial con la producción de variedad de compuestos, como el metano para la generación de combustibles orgánicos, con el fin de producir energía renovable lo cual contribuye a la conservación del medio ambiente. Así mismo, procesos en los que participan conformando consorcios para el tratamiento y /o recuperación de aguas contaminadas y sobre materias orgánicas para su degradación a fuentes de energía posiblemente renovables.


  Los diferentes ciclos biogeoquímicos en los que participan estos microorganismos hacen que las bacterias aerobias puedan desempeñarse adecuadamente, es allí donde se mencionan los procesos fermentativos como el metabolismo de los animales rumiantes donde bacterias metanogénicas contribuyen en la degradación de la materia orgánica y por ende con la nutrición animal. Otros procesos destacados son los de fijación, amonificación o nitrificación que se dan en el ciclo del nitrógeno para que de esta manera pueda ser usado como alimento para las plantas, que a gran escala beneficia la producción de recursos vegetales para consumo humano, animal, industrial y la sostenibilidad del medio ambiente.
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  Resumen


  El presente artículo revisa los mecanismos inhibitorios de la apoptosis usados por Chlamydia trachomatis frente a la familia de proteínas Bcl-2, para lograr su supervivencia intracelular. Chlamydia trachomatis es una bacteria intracelular obligada Gram negativa responsable de la infección de transmisión sexual más común en el mundo; éste microorganismo es capaz de inhibir la apoptosis de la célula huésped durante su ciclo de desarrollo, obteniendo un refugio seguro para su supervivencia.


  Frente a estímulos como la infección de la célula por un patógeno, la familia de proteínas Bcl-2 regula la apoptosis por medio de la liberación del citocromo c de la mitocondria para desencadenar la muerte celular programada (MCP). Ct usa diversos mecanismos de regulación antiapoptótica para sobrevivir dentro de la célula huésped; dentro de ellos se observa la secreción de proteínas tales como CPAF y CADD, la escisión de la proteína Bid, el secuestro de Bad y en general el bloqueo de proteínas pertenecientes a la familia Bcl-2 con dominio BH3, que afectan directamente la vía de mitocondrial ocasionando la persistencia, desarrollo y replicación de Ct en la célula huésped.


  Palabras clave:Chlamydia trachomatis, familia Bcl-2, CPAF, CADD, vía mitocondrial.

  


  Abstract


  Chlamydia trachomatis (Ct) is a Gram-negative obligate intracellular bacteria responsible for the infection ofmost common sexually transmitted infection in the world; The organism is able to inhibit host cell apoptosis during development cycle, obtaining a safe survival.


  To stimuli such as infection of the cell by a pathogen, the Bcl-2 familyregulates cellapoptosisreleasing cytochrome c from mitochondria to trigger programmed cell death (PCD). Ct used various anti-apoptotic regulation mechanisms to survive within the host cell, such as:1. Proteins secretion of CPAF and CADD, 2. The cleavage of the protein Bid, 3.The Bad kidnapping and blockingproteins, belonging to the Bcl-2 family |(BH3 domain). All these mechanisms affect the cell mitochondrial pathway causingpersistence infection, development and Ct replicationwithin the host cell.The objective of this review is to show one of the anti-apoptotic mechanisms, which Ct can survive within the host cell, evading the immune systemresponse.


  Keywords: Chlamydia trachomatis, Bcl-2, CPAF, CADD, mitochondrial pathway.

  


  Introducción


  La infección de transmisión sexual causada por Chlamydia trachomatis (Ct), bacteria Gram negativa, cursa de manera asintomática haciendo su detección inoportuna (1,2); causando infertilidad, uretritis, endometriosis, enfermedad pélvica inflamatoria entre otras. (1-3). Este microorganismo actúa como un parásito intracelular, ya que necesita de la maquinaria de la célula huésped para su replicación y supervivencia (4). En su ciclo bimórfico participa el cuerpo elemental (CE), que se adhiere e induce el ingreso a la célula huésped, el cuerpo reticular (CR), que utiliza los nutrientes de la célula huésped para su multiplicación y diferenciación en más CE (1). Gracias a este ciclo Ct evade la respuesta inmune del organismo, además de secretar proteasas en el citoplasma de la célula huésped, para inhibir los procesos de muerte celular o apoptosis (5).


  Una de las proteasas secretadas es el factor de actividad proteasomal (CPAF), que degrada las proteínas proapoptóticas del dominio único BH3, de la familia de proteínas Bcl-2. Estas proteínas intervienen en la vía de señalización mitocondrial, cuya activación se da por la liberación del citocromo c que desencadena una cascada y finaliza en la apoptosis de la célula infectada (3,6-8). Otra proteasa es conocida como "proteína de Chlamydia asociada a receptores de muerte" (CADD), que se expresa al final del ciclo de infección de Ct y posee una región de dominio de muerte (9). Por lo descrito anteriormente, el propósito de este artículo es revisar los mecanismos inhibitorios de la apoptosis usados por Ct frente a la familia de proteínas Bcl-2, para lograr su supervivencia intracelular.


  Generalidades de chlamydia


  Las Chlamydias sp. son microorganismos pertenecientes al orden Chlamydiales, familia Chlamydiaceae (10); y género Chlamydia, el cual tiene cuatro especies, dentro de ellas Chlamydia trachomatis (Ct) (11). La Ct es una bacteria Gram negativa intracelular obligada (7;8)que causa la infección bacteriana de transmisión sexual (ITS) más común en el mundo; encontrando con cerca de 92 millones de casos de infección al año (2,12-14). Existen distintas serovariedades: las causantes de tracoma (A-C), causantes de infecciones transmitidas por vía sexual (D-K) y las que causan linfogranuloma venéreo “LGV” (L1-L2-L3) (15,16).


  Ct tiene un ciclo bimórfico, que inicia con la adherencia a la célula huésped de la partícula metabólicamente inactiva conocida como cuerpo elemental (CE), la cual ingresa a través de adhesinas bacterianas tales como los glicosaminoglicanos (GAG), proteínas de membrana externa (MOMP), OmcB y PmpD, entre otros (2;17;18); este CE hace una diferenciación formando la partícula metabólicamente activa o cuerpo reticular (CR) que es la forma intracelular, que impide que el fagosoma se fusione con el lisosoma evitando ser destruido por las enzimas (19). Dentro de la célula huésped se forma una inclusión en donde posteriormente los CR se dividen por fisión binaria y se reorganizan nuevamente en la progenie de CE que se liberaran por lisis celular y así logran la infección de nuevas células, Figura 1. (10,15,20).


  [image: ]


  Dentro de las manifestaciones clínicas se incluyen cervicitis, uretritis, enfermedad pélvica inflamatoria (EPI), abortos e infertilidad; y además se conoce que también afecta a hombres y niños (11,22). Dentro de los factores de riesgo asociados a la infección por Ct se encuentran la edad, la raza y las condiciones socioeconómicas; un mayor número de parejas sexuales, una nueva pareja sexual, la falta de uso de métodos anticonceptivos de barrera y la infección gonocócica concurrente también está asociado de manera consistente con las infecciones por este patógeno (11).


  Muerte celular programada


  La muerte celular programada (MCP) es el mecanismo responsable del equilibrio y la proliferación celular de tejidos sometidos a un recambio; además de ejercer un papel en el mecanismo de defensa, cuando hay una alteración del ciclo celular o un proceso infeccioso activo (23). Rudolf Ludwig Karl Virchow en 1858 clasificó los procesos de MCP en degeneración, mortificación y necrosis; en 1879 introdujo los términos Karyorhesis y Karyolysis haciendo referencia a la desintegración y desaparición del núcleo. Ya en 1972 John F. Kerr y colaboradores implantaron el término apoptosis, haciendo referencia a “la caída de las hojas de los árboles en otoño y los pétalos de las flores” (18,24).


  Existen dos tipos de MCP: l) la patológica o necrosis, caracterizada por la ruptura celular y 2) la fisiológica o apoptosis, que ocurre durante a homeostasis del organismo para mantener la integridad de la célula (18). En la necrosis, las células que mueren se hinchan y lisan causando inflamación por la liberación de su contenido al espacio extracelular; y por otro lado las células que atraviesan por un proceso apoptótico presentan cambios morfológicos de ADN, haciendo que la célula se encoja y se divida en fragmentos o cuerpos apoptóticos que son fagocitados por macrófagos o células adyacentes para su eliminación eficaz (19,24).


  La MCP se encuentra regulada por diversas vías de señalización (25): la primera es la vía extrínseca o de receptor de muerte, que ocurre en células tipo I, y se produce por la estimulación de receptores de superficie (Fas/Apo1/CD95 o TNFR) con sus ligandos afines (1). Mediante la porción citoplasmática de dichos receptores, se genera una señal que activa las caspasas, tal como la caspasa 8, esta a su vez activa la caspasa- 3, conduciendo la MCP (19).


  La segunda vía es en las células tipo II, en donde se requiere la amplificación de la señal por vía mitocondrial ó vía intrínseca. Si la membrana mitocondrial se permeabiliza, los factores apoptogénicos como el citocromo c, el Smac/Diablo y AIF se liberan en el citosol para activar la cascada de caspasas. La permeabilización de la membrana mitocondrial está bajo el control de proteínas miembros de la familia Bcl-2, que se caracterizan por tener cuatro dominios de homología (BH 1-4). Las proteínas de dominio BH3, actúan como un censor de daño en las células y activan las proteínas Bax/Bak para permeabilizar la membrana mitocondrial. Las proteínas Bcl-2, MCL 1, Bcl-XL, Bcl-w y A1; son reguladoras o antiapoptóticas. La proteína Bid, se encuentra inactiva en el citosol y una vez se une a la caspasa-8 da paso a la liberación del citocromo c (25,26).


  Una tercera vía consiste en la apoptosis mediada por linfocitos T citotóxicos, quienes liberan perforina /granzima B cuando reconocen las células portadoras de antígeno (25), Figura 2.
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  Familia de proteínas Bcl -2


  Las Bcl-2, B-cell lynphoma 2, son una familia de proteínas cuya función es regular los procesos de permeabilización mitocondrial en la vía intrínseca de la apoptosis celular; otras funciones son de dimerización, actividad de formación del poro y creación de enlaces a otras proteínas (27,28). Este grupo de proteínas se caracteriza por tener cuatro dominios de homología estructuralmente conservados: BH1, BH2 y BH3 los cuales se requieren para interaccionar con otros miembros de la familia Bcl-2, mientras que el dominio BH4, media las funciones de control del ciclo celular (29).


  En general el proceso inicia con la activación de miembros de la familia Bcl-2 proapoptóticos que se encuentran en el citosol para llevar a cabo la liberación del citocromo c, paso central de la apoptosis mitocondrial; que a su vez se une a Factor 1 activador de la proteasa apoptótica ó APAF-1 y la caspasa-9 como parte de un complejo conocido como apoptosoma (26,30). El apoptosoma regula proteínas tales como SMAC/Diablo que también se liberan de la mitocondria e interfiere en la acción de los inhibidores de las proteínas de apoptosis (IAP) (31), y presentan un dominio BIR, el cual es responsable de la unión directa de los IAP a las caspasas, confiriendo la capacidad antiapoptótica de las mismas (25,28).


  La familia de proteínas Bcl-2 se compone de tres grupos basados en su estructura y función: a) las Proteínas anti-apoptóticas, que contienen por lo general los cuatro dominios de homología. Dentro de este grupo se encuentra Bcl-XL, Bcl-w, MCL-1 y A1 que contrarrestan el proceso a través de la unión directa a las proteínas con dominio único BH3. MCL-1 y Bcl- XL se encuentran unidos a Bak, una vez liberan esta proteína se induce la apoptosis (1,28,32). b) Las proteínas pro-apoptóticas Bax/Bak ó proteínas efectoras multidominio, comparten homología en los dominios BH 1-3. Bax, presente como monómero en el citosol y señales de daño se somete a un cambio conformacional que junto con Bak, presente al interior de la mitocondria, permiten la liberación del citocromo c de la mitocondria para generar la MCP (32). c) Las proteínas de dominio único BH3 que comparten homología únicamente en el dominio cortó BH3, vigilan el bienestar de la célula y se activan en respuesta a señales de estrés (33), siendo las más relacionadas con el mecanismo de supervivencia de la Ct en las células huésped, Figura 3.
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  Proteínas de dominio único bh3


  Las proteínas de dominio único BH3 pueden transmitir señales de muerte a la mitocondria, ya sea por la inhibición de miembros anti-apoptóticos de Bcl-2 o la activación de miembros pro-apoptóticos de varios dominios como Bax y Bak (31;34). Estas proteínas se clasifican en dos subgrupos: los "activadores" de Bax y presumiblemente de Bak, que son Bim, Bid y Puma; y los "sensibilizadores" o "depresores" como Bad y Noxa, que alejan los activadores de Bax (27,32,35). Bim es un activador de apoptosis en potencia, ya que se une a diversas proteínas incluyendo las anti-apoptoticas MCL-1 y Bcl-XL, liberando así a Bak de su secuestro (32), Figura 4.
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  Algunas proteínas son activadas por daño de ADN, como Puma, Noxa y Bim que son dependientes de la activación del supresor tumoral p53 (1;35). Puma es un mediador esencial independiente de la apoptosis in vivo (36). Otras proteínas se activan a partir de su liberación en los sitios de captura como por ejemplo Bim y Bmf quienes permanecen en el citoesqueleto inactivas y cuando son liberadas permiten la unión e inactivación de los factores antiapoptóticos (37). Bim ayuda a la movimiento de los microtúbulos y junto con Puma retira las citocinas de los linfocitos (1;38)para activar directamente a Bax (32). Otra tipo de activación se realiza por desfosforilación de Bad que es regulada por la vía de señalización PI3K-AKT (35). Esta proteína es desfosforilada en ausencia de señales de supervivencia, lo que le permite distanciarse de la proteína citosólica adaptadora 14-3-3β y migrar a la mitocondria para promover la apoptosis de la célula (1). Finalmente la activación se puede dar por escisión proteolítica como en el caso de Bid, que presenta una forma bioactiva truncada (tBid) la cual se escinde proteolíticamente por la división de la caspasa 8, ayudando a ampliar el proceso de muerte celular (1,32).


  Chlamydia y apoptosis


  Ct es capaz de inhibir e inducir apoptosis en la célula huésped bajo diversas condiciones de estrés, tales como la privación de nutrientes o el tratamiento con interferón gamma (1); cuando esta bacteria entra en un modo no-productivo de crecimiento se llama persistencia, en el que la actividad metabólica continúa pero las células dejan de dividirse, inhibiendo las vías de señalización de la apoptosis durante su ciclo, y ofreciendo un refugio seguro para su supervivencia en la célula huésped (31).


  La supervivencia de las células infectadas con Ct se ve favorecida a través de la inhibición de la vía intrínseca de la apoptosis, mediante la inhibición de la liberación del Citocromo c, en donde se encuentran involucradas la familia de proteínas Bcl-2 (1,31)y la regulación de ello es temporal para evitar la muerte celular en etapas tempranas de infección; sin embargo, induce la muerte de la célula al final de su ciclo de vida (2;19;32). Estudios realizados por Tao Fan y colaboradores, encontraron la disminución de la apoptosis de células HeLa infectadas con Ct, aún expuestos a ciertos inductores de apoptosis tal como la estaurospoina (39). Por otra parte, se ha demostrado que las células epiteliales o monocitos infectados con Ct presentan protección contra la MCP dependiente de la vía mitocondrial, pero no cuando la vía extrínseca es activada (40,41), también se ha propuesto que Ct secreta proteínas para inhibir la MCP.


  Dentro de las moléculas que Ct secreta, para inhibir la MCP, se encuentra la "proteína de Chlamydia asociada con receptores de muerte (CADD)", que se expresa al final del ciclo de infección y posee una región de dominio de muerte que le permite interactuar con el ligando Fas, el cual es reclutado por la inclusión de Chlamydia, inhibiendo la apoptosis inducida por Fas (9). Por otro lado, también se ha demostrado como Ct secreta la proteína CPAF, degrada y escinde proteínas de dominio único BH3 de la familia BCL-2 para protegerse de la apoptosis y poder sobrevivir en la célula huésped.


  CPAFprotege a Chlamydia trachomatis de la apoptosis


  En Ct se ha estudiado un sistema de inyección molecular de proteínas denominado sistema de secreción tipo III, que modula la apoptosis (1). En este microorganismo se ha descrito el factor de actividad proteosomal o CPAF, que es una proteína conservada entre las diferentes especies de Chlamydias, secretada en el citosol de la célula huésped y que cuenta con dos subunidades un cimógeno catalítico inactivo, que por dimerización se convierte en la forma activa (9,12,30,42).


  Dentro de sus funciones se han descrito: el clivaje de factores de transcripción como el factor regulador X5 ó RFX5, requerido para la presentación de antígeno; la estimulación del factor de transcripción USF-1, que permite la expresión de antígenos por el complejo mayor de histocompatibilidad; la ruptura de la citoqueratina 8 (Ck-8), vital para la expansión de la inclusión de Ct (9); y la señalización de proteínas proapotóticas con dominio BH3 expuestas para su degradación (9,43). Una inhibición prolongada de CPAF conduce a la pérdida de la integridad de la inclusión de Ct, además de la activación de la caspasa -1, que finalmente lleva a la MCP. Por lo tanto, el desarrollo de inhibidores específicos de la proteasa CPAF podría ser una atractiva estrategia terapéutica anti-Chlamydial (42), Figura 5.
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  Papel de las proteínas de la familia Bcl-2 en células infectadas con Ct.


  Como se ha mencionado a lo largo de este artículo, Ct utiliza mecanismos eficientes para bloquear la liberación de Citocromo c de la mitocondria (30)y su actividad inhibidora frente a la apoptosis se centra en las proteínas de dominio BH3 (1). Como se observa en la figura No 3, todas las proteínas proapoptóticas comparten un pequeño dominio BH3 y su eliminación es necesaria para la orientación de la degradación durante la infección (1). Ct activa la proteína CPAF, responsable de la orientación de las proteínas con una exposición de dominio BH3 para su degradación (30,34,44)lo que conlleva a que las señales de muerte no puedan ser transmitidas a la mitocondria, lo que explica el bloqueo de la apoptosis (25).


  Por otro lado, en células tipo II infectadas por Ct se inhibe la vía mitocondrial (1), en donde participa la proteína Bid, esta es activada por la caspasa-8 quien la escinde para generar una forma truncada denominada tBid, la cual expone el dominio BH3, que activará a Bax para liberar el Citocromo c (45-46). tBid está destinada a la degradación durante la infección, lo que sugiere que la actividad de degradación de Ct es específica (1).


  Asimismo, una de las principales vías de supervivencia intracelular se conoce como la vía de la PI3-quinasa (5). La PI3-quinasa fosforila al fosfolípido de membrana PIP2 para formar PIP3 y así activar la proteína serina/treonina quinasa Akt. A continuación, Akt fosforila a un cierto número de proteínas que regulan la apoptosis con la ayuda de Bad. Para evitar la MCP, Bad es fosforilada, lo que permite su secuestro en el citosol (26)y co-localización por la proteína 14-3-3β sobre la inclusión de Ct para ser reclutada por la proteína IncG (1).


  A manera de conclusión


  En Colombia son pocas las investigaciones básicas que se realizan en Ct, siendo este uno de los principales microorganismo a nivel mundial causante de enfermedades de transmisión sexual, que causa enfermedad pélvica inflamatoria, muertes por parto prematuro y tracoma (2). Ct inhibe la apoptosis como un mecanismo de supervivencia (39)demostrado por Ying, S. y colaboradores en el 2007; observando que aún bajo estímulos apoptóticos, son resistentes a la apoptosis, por lo que se sugiere que uno de los mecanismos de supervivencia que utiliza Ct durante la primera etapa de la infección en la célula huésped es la secreción de proteasas como la CPAF (1). Esta proteasa actúa sobre proteínas de la familia Bcl-2 y especialmente en las proteínas pro-apoptoticas de dominio único BH3 (43)quienes son degradadas para evitar la activación de Bax, regulador de la permeabilidad de la membrana mitocondrial (39).


  Desde 1998, Fan, T. y colaboradores observaron que durante los mecanismos de degradación de proteínas existen cambios masivos de los orgánulos como la dilatación y vacuolización del retículo endoplásmico (39); en el año 2006 por Ying S y compañeros se mencionan también la distorsión de las mitocondrias, y la condensación nuclear en la etapa tardía de la infección en la célula, cambios que no son típicos de la muerte celular (44).


  Como se ha descrito, Ct usa mecanismos para interferir en la liberación del Citocromo c, que induciría la apoptosis gracias a la activación de la cascada de caspasas; sin embargo en el 2001, Fischer S., analizó el grado de inhibición de la apoptosis en las células infectadas, encontrando la resistencia a la apoptosis y a la activación de la caspasa-3 aun cuando se trataron las células infectadas con Citocromo c; lo que indica que este microorganismo no sólo bloquea la vía intrínseca, si no también controla cada vía de señalización(47). Ct no es el único microorganismo que cuenta con diferentes mecanismos de superviviencia celular; en el 2004 G. Byrne describió que existen algunos sistemas de secreción de proteínas sobre el citoplasma usados por algunos microorganismos como Shigella sp., Rickettsia rickettsii inhiben la apoptosis a través de la inducción del factor nuclear-kB (NF-kB) (44). También existen otras formas de inhibición que han sido estudiadas como la producción de toxinas bacterianas que Inhiben la síntesis de proteínas de la célula huésped en el caso del Corynebacterium spp y Shigella sp. (31).


  Actualmente en la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, Bogotá-Colombia, en el grupo de investigación de Biotecnología y Genética UCMC, pretende profundizar el estudio e investigación básica de Ct, con el fin aclarar los mecanismos que pueden estar utilizando estos microorganismos para causar esta infección crónica persistente e inhibir las vías apoptóticas; teniendo en cuenta que esta enfermedad, que aunque común, es poco conocida por la población en general.
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  Resumen


  Objetivo: establecer el comportamiento de la accidentalidad de una empresa del sector metalmecánico en la periferia de la ciudad de Cartagena, durante el periodo 2014. Materiales y métodos: revisión de datos de accidentalidad de una empresa metalmecánica durante el años 2014, junto a una discriminación de los tipos de accidente y características de los cargos, clase y tipo de vinculación de los afectados, tipos de lesiones, mecanismos de la lesión y accidentes incapacitantes, accidente por cargo, antigüedad y lugar de ocurrencia. Resultados: se encontró un total de 36 accidentes laborales, en el cual las prevalencias fueron entre otras: cargos afectados ayudante de planta con 33%, aprendiz 22%, 75% de los afectados son de la empresa, mientras el 25% restante pertenecen a contratistas, siendo el mes de octubre y abril los más accidentados con un 22.2% respectivamente, las heridas en extremidades con 66% son el tipo de lesión más común, seguido por el aplastamiento con un 27%. La accidentalidad reportada en esta investigación se presentó de forma importante en los trabajadores en los cargos de aprendiz y ayudante de planta, y afectó principalmente a las extremidades superiores e inferiores.


  Palabras clave:accidentalidad, industria metalmecánica, lesión, incapacidad física.

  


  Abstract


  Introduction: labor accidents is linked to a number of factors , including a lack of risk control at work, Occupational Risk Administrators do not make the payment on promotion and prevention and especially employers who violate legal requirements safety and health at work, further exacerbating the current situation. Objective: to establish the behavior of the accident of a company in the metalworking sector in the periphery of the city of Cartagena, during the 2014 period. Method: review of accident data from a engineering company during the years 2014 , next to a discrimination of the types of accident and characteristics of the charges affected class , type of linkage of those affected, types of injuries, mechanisms of injury and accidents disabling accident charge , age and place of occurrence. Result: a total of 36 accidents in which the prevalences were found among others: office assistant plant affected with 33 %, 22 % trainee, 75 % of those affected are in the company, while the remaining 25 % belong to contractors, being the month of October and April with the roughest 22.2 % respectively limb wounds with 66 % are the most common type of injury, followed by crushing 27%. The accidents reported in this research significantly affect workers in positions of apprentice and assistant plant, as it mainly affected the upper and lower extremities (hands and feet).


  Keywords: Accidents, Metalworking Industry, injury, disability.

  


  Introducción


  Avances tecnológicos tangibles que tuvieron inicio con la bombilla eléctrica y subsecuente con la reinvención del acero son determinantes para la industria a partir de la segunda mitad del Siglo XIX y decisivos para apalancar la segunda Revolución Industrial. Acero y electricidad realimentaron la industria metalmecánica permitiendo la aparición de nuevas y mejores formas de explotación que influyeron en los sectores textil, ferroviaria y de armamento hasta nuestros días (1). Es necesario resaltar que en la Industrias Metalmecánicas existe una gran diversidad de riesgos, dentro de los cuales se encuentran: los de índole física (ruido, iluminación, temperatura), químicos, psicosociales, ergonómicos y otros (2).


  Las consecuencias de los accidentes de trabajo citadas por Keller y Meza son interpretadas como el sufrimiento humano, dolor, preocupación familiar, además de pérdidas de tiempo y dinero, que además repercuten en gastos de atención médica, quirúrgica, farmacéutica, pago del sueldo por incapacidad, indemnizaciones, pago de prótesis o tratamientos posteriores, siendo éstos, costos que la empresa tiene que cubrir (3,4). Los aspectos económicos de los accidentes guardan estrecha relación con los de su prevención; cuanto más dinero se gasta en la prevención de los accidentes, menor será el dinero en los gastos realizados en la consecuencia de los accidentes. Lo ideal es prevenir y, esto a su vez economizará el costo de los accidentes (5).


  Con relación al análisis de causa-efecto de la seguridad laboral, la principal causa por la cual se presentan accidentes o incidentes de trabajo en las empresas metalmecánicas, se debe a la falta de compromiso de los empleados con el uso de los elementos de protección personal, pues la empresa cumple con su responsabilidad de suministrarlos, pero el 87.5% de los trabajadores no utilizan los elementos de protección personal (EPP) necesarios ni toman las debidas precauciones, generando además actos inseguros. Un 62,5% de los accidentes es generado por golpes sufridos en el trabajo (Golpeado por o contra), esto se debe especialmente al descuido de los trabajadores y a la mala ubicación de objetos en la planta (6).


  La metalmecánica es una de las actividades económicas que muestra una evolución constante en sus modos de producción, entre las labores que se desarrollan en dicha actividad se presentan una gran cantidad y diversidad de riesgos profesionales que repercuten a corto, mediano y largo plazo en la salud del trabajador (7). A corde con las premisas de las administradoras de riesgos manejar un programa de cultura de salud ocupacional y autocuidado para trabajadores informales del sector metalmecánico ha sido una preocupación de alto interés en administraciones locales relacionadas con el sector metalmecánico, afectado por la accidentalidad de los últimos años (8).


  Para la Organización Internacional del Trabajo (OIT), en el mundo mueren al año 2,2 millones de personas a causa de accidentes y enfermedades relacionadas con actividades laborales, se registran 270 millones de accidentes de trabajo no mortales y 160 millones de casos relacionados con enfermedades profesionales, cifras éstas últimas que, en un tercio, conllevan a la pérdida de cuatro días laborales por persona afectada (9). Como afirman Pérez y Col 2007 en relación al trabajo en la industria metalmecánica lleva a los trabajadores a exponerse a diferentes riesgos físicos, químicos biológicos, psicosociales y ergonómicos que si no se controlan a tiempo pueden ocasionar accidentes y enfermedades laborales, todos estos riesgos son descritos cuantitativamente pero no se toma en cuenta al momento de realizar una evaluación de puesto de trabajo la percepción subjetiva de los actores participantes, siguiendo con este hallazgo se encontró que de igual son los actos inseguros los mayores desencadenantes de accidentes en la industria metalmecánica (10).


  Zamorano y Colaboradores consideran que el origen de los accidentes pueden ser los actos y las condiciones inseguras, son los actos inseguros los que estadísticamente representan mayor responsabilidad en la ocurrencia (11). Los estudios nacionales sobre cambios sociales, ocurridos en relación con el paradigma tecnológico basado en microelectrónica, son recientes. Los relacionados de modo específico con MHCN y CNC, afirman que hacia 1983 la difusión de esta tecnología en la metalmecánica colombiana era prácticamente nula, lo que indica que el avance tecnológico en métodos, técnicas y prevención de accidentes no se había generado en el país, lo que demuestra que en la actualidad en este campo tan activo de la economía colombiana no ha avanzado significativamente (12). Si se toma en cuenta que el costo de la accidentalidad en Colombia podría ser cercano al 5.5% del PIB del año esto representa más de $7.96 billones cada año, que se podrían invertir en otros aspectos prioritarios para el país, por ejemplo en alrededor de 410.000 viviendas de interés social, y cerca de 2´500.000 becas estudiantiles (13).


  La Organización Internacional del Trabajo (OIT) considera el accidente de trabajo como el resultado de una cadena de acontecimientos en la que “algo” ha funcionado mal y no ha llegado a buen término, estos acontecimientos que acaban produciendo lesiones se deben a ciertos factores existentes en los lugares de trabajo, lo que lleva a concluir que la magnitud del problema debe determinarse en función de la existencia y frecuencia de tales factores (14). La principal forma de accidente en el sector del metal es debida a golpes por objetos o herramientas (22,2% del total de accidentes en jornada de trabajo) y, en segundo lugar, a sobreesfuerzos (20,5%), dando lugar a lumbalgias en un 8,8% de los casos. Estos dos tipos de accidentes, juntamente con las proyecciones de fragmentos o partículas, llegan a representar prácticamente el 60% del total de los accidentes del sector (15).


  Materiales y métodos


  En este estudio, de corte descriptivo y transversal, se hace una evaluación de datos estadísticos con la revisión de datos de accidentalidad en una empresa metalmecánica en el año 2014, identificó las principales características de los eventos mediante la revisión del reporte de 36 accidentes ocupacionales en el año 2014 iniciando por tipos de accidente, clase de afectados, cargos de los accidentados, tipo de vinculación de los afectados, tipos de lesiones, mecanismos de la lesión y accidentes incapacitantes, accidente por cargo, antigüedad y lugar de ocurrencia.


  Se realizó una revisión amplia y profunda de la literatura relacionada con la seguridad laboral y la productividad del sector metalmecánico; seguidamente, se diseñó instrumento estructurado que permitiera recopilar información efectiva en lo que concierne a la caracterización de los procesos de la empresa, análisis de los riesgos e incidencia de la seguridad laboral e indicadores de accidentalidad (frecuencia, incidencia y gravedad). Se incluyeron trabajadores reportados entre los 36 accidentes registrados, además con los accidentes generados en el año 2014, se utilizó como criterio de exclusión el no pertenecer a empresa o no estar incluido entre los trabajadores accidentados en la empresa.


  Se tomó como principal fuente de información a los reportes de accidentes realizados durante el año 2014, registrando de igual forma en el historial ocupacional de los trabajadores involucrados. Datos profesionales: área, cargo, antigüedad en la empresa. Fueron utilizadas la tabulación, procesamiento y presentación de los resultados de esta información visita a una empresa del sector metalmecánico, se acudió a la oficina de recursos humanos donde se obtuvieron los registros y datos particulares de los afectados, se organizó la información y tabularon los datos relacionados por característica específica. Digitación de datos en hoja de cálculo Excel, procesamiento de datos y análisis de información mediante herramientas estadísticas y posteriormente presentación de datos en tablas y gráficos. Para el análisis descriptivo de los datos, se hizo uso de la computadora utilizando medidas de tendencia central (porcentajes y promedios). De igual forma se trabajó con desviaciones estándar, razones y tasas.


  Resultados


  Se manejaron 36 accidentes de trabajo en la empresa metalmecánica, El 100% de los accidentados son hombres (36 de 36), eventos de los cuales el 75% (27 de 36) pertenecen a eventos ocurridos a trabajadores de la empresa contratante, el restante 25% (9 de 36) ocurrieron a contratistas de la empresa principal.
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  Conforme a la tabla 1, de características sociodemográficas se identificó un promedio de edad de los accidentados de 27 años, (DS 6,8). El accidentado de mayor edad tiene 45 años al momento de evento, mientras el más joven reportó 18 años. Entre los accidentados la edad con más frecuencia es los 25 años con 5 trabajadores con esta edad, Entre los accidentados 63.8% (23 de 36) pertenecen al estrato 1, mientras el 27.7% al estrato 2 y 8.3% al estrato 3. El 38.8% de las accidentados (14 de 36) son casados, seguidos por los solteros con 36.11% (13 de 36), mientras 9 de los afectados, es decir 25% del total viven en unión libre. La escolaridad encontrada entre los afectados por accidentes en esta investigación indica que 50% (18 de 36) de los trabajadores son bachilleres, un 25% (9 de 36) tienen estudios incompletos en la secundaria y otro 25% tienen estudios de básica primaria.
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  Correspondiente a la tabla 2 referido de aspectos ocupacionales, se observa que la antigüedad promedio de los afectados en la empresa al momento del accidente fue de 7 meses. Los cargos afectados por accidentes de trabajo son ayudante 47.2% (17 de 36); aprendiz y operador–soldador 22.2% (8 de 36) respectivamente, mientras el cargo de mecánico supervisor con 8.3% (3 de 36) obtuvo la menor prevalencia. Resalta que el 75% (27 de 36) de los accidentes ocurrieron a trabajadores de la empresa, mientras 25% (9 de 36) eran contratistas. De los afectados 50% (18 de 36) fueron trabajadores que tenían menos de un año laborando en la empresa, mientras 15 de estos (41.6%) tenían menos de un mes y sólo 8.3% (3 de 36) tenían más de un año de labores en la organización.
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  En la tabla 3 de características del accidente se observa que en el área de producción la ocurrencia de los accidentes fue 94.4% (34 de 36) y el restante 5.5% (2 de 36) tuvo como escenario las oficinas de administración. Las heridas de diverso tipo con 66% (24 de 36), golpe inespecífico 27.7%(10 de 36) y otras lesiones con 5.5% (2 de 36) son la tipificación de las lesiones encontradas en esta investigación que afectaron principalmente a las extremidades superiores (manos y brazos) siendo estas zonas las más afectadas.


  Entre los agentes causales de los accidentes esta investigación se destacan las herramientas manuales con un 66.6% (24 de 36), los materiales con un 27.7% (10 de 36), y luego otros agentes con 5.5% (2 de 36) fueron identificados. Dentro de los mecanismos que originaron los accidentes sobresalen las maquinas 41.6% (15 de 36), los atrapamientos 27.7% (10 de 36), la caída de objetos con 25% (9 de 36) y el contacto con sustancias 5.5% (2 de 36).


  De los eventos reportados en el año 2014, se presentó un nivel de incapacidades por accidentalidad del 63% (23 de 36), mientras el restante 36.1% (13 de 36) no generaron incapacidad. El promedio de días de incapacidad entre los accidentados fue de 6 días. Se encontró un caso de accidentado que hasta la fecha no se ha reincorporado a labores por encontrarse aun incapacitado. El mes de abril fue el más accidentado y generó más incapacidades en esta empresa en el 30.5% de los eventos.


  Los datos obtenidos en esta investigación han permitido diseñar una tabla que contiene las principales observaciones para desarrollar indicadores como los índices de frecuencia de accidentes de trabajo, índice de severidad de accidentes e índice de lesiones incapacitantes, dichos indicadores se presentan e interpretan a continuación:
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  Indicadores 2014: La accidentalidad registrada demuestra que la afectación por este fenómeno alcanza niveles altos, si se tiene en cuenta el número de horas hombre trabajadas, de igual forma, el nivel de días perdidos puede considerarse como lesivo para la empresa, debido a los costos adicionales en que habría que incurrir para suplir las ausencias de las personas lesionadas durante los días de ausencias justificadas por accidentes relacionados al trabajo, ingresando personal nuevo que requiere inducción y al no poder igualar su nivel de producción y al mantenerse esta tendencia la empresa enfrentaría dificultades para suplir el déficit provocado por los accidentes, al entenderse que cada 0.6 accidentes ocurridos lesiona e incapacita a los trabajadores involucrados.


  Discusión


  Similarmente a lo acotado por Nathan que resalta al campo de la metalmecánica como uno de los más ricos en riesgos laborales, en lo relacionado a este estudio se encontraron factores desencadenantes de accidentalidad que para el caso puntual han tenido amplia injerencia en la productividad de la empresa objeto de estudio (2). Teniendo en cuenta las cifras entregadas por este estudio se logra indicar que la accidentalidad de los trabajadores informales del sector metalmecánico es una seria preocupación que cobra un alto interés en los últimos años.


  En cuanto a lo referido por los autores Meza y Keller (3,4) sobre las consecuencias de los accidentes de trabajo, debido al alcance de esta investigación se logra coincidir que sólo en lo relacionado con las pérdidas de tiempo y dinero, al desplazar la producción de un trabajador por la atención médica y el pago del sueldo por incapacidad donde la empresa estudiada alcanzó a perder cerca de 51 días por concepto de incapacidades en accidentes de trabajo (5). Al remitirse a las causas de los accidentes en estudio se afirma que son los elementos y materiales utilizados los que generaron los accidentes enmarcados como actos inseguros coincidiendo con Zamorano y Cols quienes encontraron en su estudio que los actos inseguros son estadísticamente los de mayor responsabilidad en la ocurrencia de accidentes (8), siguiendo con este hallazgo se encontró que igual a Cortes (2007), son los actos inseguros los mayores desencadenantes de accidentes en la industria metalmecánica (9).


  Se evidenció en esta investigación que en la empresa evaluada el manejo de las estadísticas fue inexistente, siendo el no registro y subregistro de los accidentes y enfermedades relacionadas con el trabajo, entre los eventos que requieren la intervención de los organismos de control liderados por el Ministerio de salud y Protección Social (12).


  Como conclusión, la accidentalidad reportada en esta investigación afectó de forma importante a los trabajadores en los cargos de aprendiz y ayudante de planta, como también afectó principalmente a las extremidades superiores e inferiores (pies y manos). Detallando el comportamiento de esta empresa en relación a los eventos de accidentes se logra determinar que es el subregistro uno de los responsables de una mala determinación. Teniendo en cuenta los hallazgos y reflexiones generadas en esta investigación se procede a citar las siguientes recomendaciones en cuanto a la accidentalidad en una empresa metalmecánica.


  · Desarrollar un programa de inducción capacitación y entrenamiento para el personal nuevo y en entrenamiento debido a que este grupo (aprendices y ayudantes) fueron los más accidentados de la investigación.


  · Emplear un manual de buenas prácticas de seguridad en el cual se consignen las normas y protocolos de seguridad por las que deben regirse todos los empleados de la empresa sin excepción para así garantizar un entorno donde la seguridad se considere una cultura y no una obligación.


  · Introducir a la personal en el manejo practico de los riesgos donde se les retroalimente de forma cotidiana sobre el resumen del panorama de riesgos de la empresa, principales riesgos, vulnerabilidad y amenazas principales.


  · Realizar visitas de inspección a cada área de la empresa en especial a las zonas del patio de labores donde se han ocurrido los accidentes, teniendo como principal objetivo la identificación periódica de los riesgos existentes, con el fin de identificar, ubicar y jerarquizar factores de riesgo presentes en los distintos puestos de trabajo de la empresa con el fin de implementar las medidas de mitigación que permitan crear condiciones de higiene y seguridad adecuadas para el desarrollo del trabajo que eviten la generación de situaciones peligrosas.
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  Resumen


  Objetivo. Se describe un caso de una paciente femenina de 23 años de edad, con cefalea temporal unilateral izquierda de tipo opresiva, asociado a ataxia, desorientada en espacio y tiempo, y bradipsiquia. Métodos. El abordaje inicial fue hacia una posible esclerosis múltiple y asociada a la clínica y paraclínicos se sospechó una encefalomielitis diseminada aguda para lo cual inician pulsos de metilprednisolona, y dan egreso. Al mes, consulta nuevamente por exacerbación de la sintomatología neurológica dada por pérdida de la fuerza en miembros superiores e inferiores, disartria, relajación de esfínteres, somnolencia, se da como diagnóstico diferencial enfermedad de Devic, y al no obtener la respuesta adecuada a los corticoides se decide manejo con plasmaféresis, además de solicitar exámenes para descartar la patología en cuestión. Resultados. Se enfocó a la paciente con un posible diagnóstico de Síndrome de Susac solicitándose una arteriografía retiniana, y potenciales auditivos evocados.


  Palabras Clave: esclerosis múltiple, enfermedad de Devic, síndrome de Susac, encefalomielitis aguda, ataxia, hiporeflexia.

  


  Abstract


  The presented patient is a female of 23 years of age, with left-sided temporal headache, of the oppressive kind, associated with ataxia, disoriented in space and time, and mental slowing. The initial approach was to work toward a possible multiple sclerosis; then, the clinical and paraclinical tests arose the suspicion of an acute disseminated encephalomyelitis which was treated with methylprednisolone pulse and given discharge. Within a month, the patient returns for exacerbation of neurological symptoms given by loss of strength in upper and lower limbs, dysarthria, wetting, drowsiness; so the differential diagnosis that was given was Devic's disease, and as she was not responding properly to corticosteroids, it is decided to try with plasmapheresis. Finally the patient was focused with a possible diagnosis of Susac Syndrome with an arteriography paraclinical retinal and auditory evoked potentials.


  Keywords: Multiple Sclerosis, Devic's disease, Susac syndrome, acute encephalomyelitis, ataxia, hyporeflexia, alopsiquia, mutism, bradypsychia.

  


  Introducción


  El síndrome de Susac fue descrito por primera vez por Susac en 1979 (1) y desde entonces ha sido llamado por diferentes nombres, entre ellos RED-M (retinopatía, encefalopatía, sordera asociada con microangiopatía), síndrome de SICRET (infartos pequeños en tejido coclear, retina y encefálico) (2) y vasculopatía retinococlear. Este síndrome es raro y generalmente muestra predominio del sexo femenino con una proporción de sexos de 3 a 1. Así mismo son muy pocos los casos documentados aproximadamente se hablan de 304 casos de síndrome de Susac se han reportado en la literatura hasta las fechas (3).


  Este síndrome no se diagnostica a menudo, como se presenta el caso a continuación y debe ser diferenciado de una serie de enfermedades, como la esclerosis múltiple, la encefalomielitis diseminada, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Ménière, migraña, accidentes cerebrovasculares tromboembólicos, enfermedad de Devic (4), entre otros. Por otra parte, muchos pacientes no presentan inicialmente la tríada clínica y muestran formas incompletas de la enfermedad en la que se observa sólo obstrucción de la arteria retiniana sucursal o pérdida de la audición en ausencia de encefalopatía (5).


  Reporte de caso


  Con previo consentimiento informado se tiene el caso de una mujer de 23 años de edad, sin antecedentes definidos tanto personales como familiares; quien asiste al Hospital Universitario de La Samaritana (HUS) el día 05/08/2013 por presentar cuadro clínico de 5 días de evolución consistente en cefalea temporal de tipo opresivo de intensidad 8/10, asociado a ataxia, marcha lateralizada, amnesia y bradipsiquia. Una familiar refiere que es la primera vez que cursa con esta sintomatología.


  A la revisión por sistemas, ningún dato relevante. Los hallazgos positivos que se encuentran al examen físico son en la parte neurológica una paciente alerta, con alteración alopsíquica, marcha lateralizada, atáxica, en cuanto a las extremidades simétricas, con sensibilidad conservada, con fuerza 3/5 en miembros inferiores y 5/5 en miembros superiores e hiporreflexia generalizada (+/++++)


  A su llegada al HUS, es valorada por el servicio de medicina interna, quienes por la sintomatología de la paciente sospechan una Esclerosis Múltiple, solicitan hemograma, potenciales evocados somatosensoriales, visuales y auditivos de tallo cerebral, resonancia magnética nuclear (RMN) con gadolinio, pruebas de función hepática, pruebas de función renal, electrolitos, y VDRL además de valoración por neurología.


  Los paraclínicos de ingreso mostraron unos leucocitos de 9.020, neutrófilos 66.9%, linfocitos 25.4%, hemoglobina 14.4 g/dl hematocrito 43.3% y plaquetas 230.000. VDRL No reactivo. No se evidenció alteración renal, hematológica o hidroelectrolítica.
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  Al tercer día del ingreso, se pregunta de nuevo a un a familiar quien refiere haber presentado cuadro gripal severo 10 días previos al inicio de los síntomas actuales. Por el inicio agudo, la presencia de cefalea y alteraciones cognoscitivas asociadas a lesiones desmielinizantes en la sustancia blanca, se piensa en la presencia de Encefalomielitis Aguda Diseminada (ADEM) por lo cual se decide iniciar metilprednisolona 1g/día por 3 días, así como realización de punción lumbar, se solicitan bandas oligoclonales y Anticuerpos Antineuromielitis óptica en suero.


  La punción lumbar da como resultado un líquido cefalorraquídeo (LCR): con hiperproteinorraquia sin consumo de glucosa, con presencia de eritrocitos, por posible punción traumática, no hay presencia de bacterias en los cultivos, BK negativo, KOH negativo (Tabla 1). Por evolución favorable de su estado neurológico, se da salida el día 14/08/13 con orden de RMN cerebral con gadolinio extrainstitucional y control en 15 días por neurología para seguimiento de su patología.


  Por exacerbación de la sintomatología la paciente consulta nuevamente el día 09/09/13, la acompañante (mamá) refiere aumento de la debilidad muscular, disartria, estado de somnolencia, relajación de esfínteres en 2 ocasiones. Como hallazgos en el examen físico se encuentra paciente somnolienta, fuerza en miembros inferiores 0/5, fuerza en miembros superiores 3/5, sin signos de irritación meníngea, comprende pero no nomina ni repite, se encuentra hiperrefléxica (+++/++++), y con respuesta plantar extensora bilateral.


  La paciente ingresa con una RMN Cerebral Simple con gadolinio (Figura 1) que mostró múltiples focos hiperdensos que comprometían sustancia blanca de la corona radiata e igualmente la región gangliobasal a nivel del brazo posterior de la cápsula interna del lado derecho. Se consideran hallazgos compatibles con esclerosis múltiple por lo que se indica por el servicio de neurología iniciar pulsos de metilprednisolona 550 mg/día por 3 días con previa desparasitación con ivermectina 55 gotas.
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  Se solicitan nuevos paraclínicos donde se reporta: Leucocitos 4990, neutrófilos 56%, linfocitos 35%, hemoglobina 16, hematocrito 50%, plaquetas 170000, BUN: 10, creatinina: 0,78, glucosa: 91 mg/dl, sodio: 138 meq/l, potasio: 4 meq/l, PCR: 5,8 mg/l.


  Al cuarto día de reingreso al HUS, la paciente presenta una evolución clínica estable y se solicita una nueva punción lumbar donde se encuentra líquido claro con hiperproteinorraquia (144,7 mg/dl), persistencia de los hematíes (423 mm3),


  y sin otras alteraciones comparado con el estudio de LCR realizado previamente en la anterior hospitalización. (Tabla 1).


  Se establece que la paciente aún cursa con episodio de encefalomielitis aguda diseminada, y que la respuesta al tratamiento con corticoide endovenosa no ha sido del todo efectiva para la enfermedad, así mismo se sospecha síndrome de Devic por lo que se considera necesario realización de plasmaféresis en 7 sesiones diarias, siendo las últimas 2 interdiarias y traslado a UCI. Al día siguiente, durante la realización de la primera plasmaféresis la paciente presenta un episodio de pérdida de conciencia asociado a hipotensión y bradicardia, por lo que se decide paso de catéter venoso central y administrar dopamina, paso de un bolo de DAD 10% y se inicia hidratación, recuperando tensión arterial, frecuencia cardiaca y estado de conciencia, se decide continuar con la plasmaféresis como terapia bajo observación ante posibles complicaciones. Después de este episodio, la paciente presenta una evolución favorable y posterior a la realización de las sesiones una mejoría del estado clínico, encontrándose alerta, con mejor conexión con el examinador y respondiendo a órdenes sencillas.


  Hasta el momento de su estancia en UCI se obtienen resultados de bandas oligoclonales y acuaporina negativo y RMN cervical sin alteraciones por lo que se descarta la sospecha de esclerosis múltiple, así como de Síndrome de Devic (4). Se solicita valoración por oftalmología por nueva sospecha diagnóstica de Síndrome de Susac quienes reportan en el examen de fondo de ojo: microangiopatía e isquemia en capas de fibras nerviosas retinianas, y solicitan angiografía retiniana, potenciales auditivos y electroencefalograma.


  El día 11/10/13 la paciente presenta un episodio consistente en movimientos oculares repetitivos y alteración en el estado de conciencia, al examen físico TA: 99/58 Fc: 95 SaO2: 89%, GLASGOW 10/15 AO4 RV1 RM 5, pupilas midriáticas, hiporreactivas, con nistagmus horizontal no agotable, asociado a sialorrea, y a relajación esfínteres, mayor a 10 minutos de duración, se considera status epiléptico no convulsivo, se considera regular crisis con midazolam, y se inicia impregnación con fenitoina (15 mg/kg/dosis), para luego optimizar manejo farmacológico con levetiracetam 1g cada 8 horas e infusión de midazolam 1mg/hora; posterior a eso la paciente presenta nuevo episodio de deterioro neurológico dado por disminución de la fuerza en extremidades de predominio inferiores 1/5, hiperreflexia generalizada +++/++++ y persistencia de la respuesta plantar extensora bilateral. El electroencefalograma (EEG) muestra ondas lentas por periodo post ictal, y los potenciales evocados auditivos están relacionados con un compromiso desmielinizante de la vía auditiva aferente a nivel del tallo o un defecto coclear que explica la pérdida a la percepción de frecuencias bajas y medianas.


  Se presenta el caso de la paciente a junta médica del HUS, quienes consideran que el cuadro clínico de la paciente se relaciona con un Síndrome de Susac, y deciden realizarle seguimiento en una unidad de cuidado crónico para la rehabilitación física e integral de la paciente.


  Discusión


  El Síndrome de Susac es una enfermedad que se caracteriza por presentar una triada clínica clásica (6): encefalopatía, hipoacusia y oclusión de las ramas retinianas arteriales y suele afectar a mujeres jóvenes con edad media de presentación de 30 anos. Fue descrita por primer vez en 1979 (1) por Susac, en dos mujeres que sufrían de esta tríada mencionada anteriormente desde entonces se ha llamado de distintas maneras RED-M (retinopathy, encefalopathy, deafness associated with microangiopathy), SICRET (small infarction of cochlear, retinal and encephalitic tissue) o vasculopatía retinococlear (2,7).


  El curso de la enfermedad es propio de cada paciente, y la patogénesis de este síndrome se cree esta relacionada con reacciones inmunológicas desencadenadas hacia vasos de pequeño calibre, produciendo inflamación y microinfartos en la retina, cerebro y en la región apical de la cóclea (5). A pesar de que la etiología no es conocida, se han realizado estudios de autopsias, en los que se sugiere que el síndrome podría estar ligado a una endoteliopatia (6,8), alteraciones en la coagulación, y microembolización, e incluso se considera su similar origen embriológico, pero realmente ninguna ha sido comprobada.


  Desde que se hizo la descripción inicial de este síndrome, menos de 100 pacientes han sido diagnosticadas (3), al considerarse una “enfermedad rara” ha sido subestimada y muchas veces se pasa por una gama de distintas enfermedades para llegar a un diagnostico, como en la revisión de este caso, muchos pacientes reciben otros diagnósticos y tratamientos consecuentes con los diagnosticos diferenciales, como enfermedad de Devic o neuromielitis optica(4,9), esclerosis múltiple, migraña, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Meniere, enfermedad cerebrovascular de origen cardioembólico e incluso esquizofrenia (10).


  A pesar de considerarse como característica la triada clínica, se han reportado varios casos en la literatura, los cuales para el diagnostico del síndrome no presentan la triada específica considerandose como incompletos (11-12).


  En este caso la mujer cumple con criterios de la triada como lo son la encefalopatía dado por la cefalea temporal unilateral izquierda de tipo opresiva, de inicio del cuadro clínico, trastornos cognoscitivos como su pérdida de memoria temporo-espacial, alteraciones en el comportamiento, su bradipsiquia, confusión, y bradilalia. La alteración motora como la ataxia, marcha lateralizada e hiperreflexia generalizada (10), incluso se pudo observar alteración psiquiátrica como labilidad emocional cuando se tocaban temas como el de su hijo, y su mutismo seleccionado.


  En cuanto a otro componente de la triada, los trastornos vestibulococleares, en la paciente se documenta principalmente la pérdida de audición una vez se realizan los potenciales evocados relacionados con la dificultad para captar las frecuencias bajas y medias, relacionados con el compromiso desmielinizante versus defecto coclear, en otros casos suele asociarse a otros síntomas como tinnitus, vértigo, náuseas, nistagmus y alteración en el equilibrio(1, 3, 5, 10), la paciente del reporte presentó también alteración en la bipedestación, y aumento del polígono de sustentación.


  Y en cuanto al componente ocular de la triada en el examen de fondo de ojo de la paciente se obtuvo un hallazgo de microangiopatía e isquemia de fibras nerviosas correspondiente al compromiso por la oclusión arterial que genera este síndrome; en algunos reportes también señalan hallazgos de un vaso fantasma, manchas blancas de tipo algodonosas, leves hemorragias intrarretinianas y estrechez arteriolar generalizada, o cuando la enfermedad es sintomática, se presenta como alteraciones en el campo de visión, visión borrosa o ceguera (1, 3, 5, 7).


  Por otra parte, el compromiso cerebral puede ser demostrado mediante varios exámenes como RMN, estudio del LCR, EEG, y angiografía cerebral en los que podemos encontrar: en una T2-RM con gadolinio en la cual se encontrarían hallazgos de pequeñas hiperintensidades multifocales en la sustancia blanca y gris del cerebro y el cerebelo, como las de la paciente, mostrados en la Figura 1. (11 ,13)


  En el examen del LCR de la paciente se revela un contenido elevado de proteínas y pleocitosis leve, que concuerda con lo que se conoce en la literatura (14); por EEG que puede mostrar un enlentecimiento difuso, e incluso por biopsias cerebrales que muestran pequeños infartos, y en ocasiones por angiografía cerebral demostrando vasos pequeños que se encuentran ocluidos o estenosados (2).


  En conclusión el Síndrome de Susac, al no existir muchos casos documentados y al no ser una enfermedad comúnmente diagnosticada, no se ha propuesto escalas de diagnóstico claras o tratamiento definido, entre algunos de los tratamientos coadyuvantes para retraso de morbi-mortalidad se ha hablado de plasmaferesis, también nimodipino el cual aumenta el flujo sanguíneo cerebral, e inmunoglobulinas intravenosas. Hasta ahora el nivel de mayor evidencia clínica se ha demostrado con el uso de corticoides sistémicos y agentes inmunosupresores (14, 15,16).


  El pronóstico de este síndrome parece ser favorable pero a la vez hay que entender que el curso clínico de la enfermedad se caracteriza por tener ataques recurrentes de uno o más componentes de la triada; la mayoría de las pacientes han retornado hacia una vida normal; sin embargo en algunas personas pueden presentar secuelas de la enfermedad, así como en otras personas este mismo se comporta de manera autolimitada sin presencia de recaídas durante 2-4 años (14).


  Actualmente, son pocos casos existentes en el mundo, y aun así no se encuentran reportes de casos en Colombia, siendo este uno de los primeros casos presentados, se considera la importancia de desarrollar guías diagnósticas para facilitar el diagnostico de muchos pacientes que han quedado sin esperanza por múltiples enfoques incorrectos.
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Tabla 2. Sensibilidad y especificidad para los blancos moleculares TpN47, polA y 165 ADNr por PCR.

ToNa7 polA. 16s ADNe
PCR anidada PCR convencional
No. * No. % No. %
Senbilidad 1010 (528x107ng) 100 700G28ng) 70 710G2ng) i
Especificidad 77 100 o7 90 417 7

* La proporcién corresponde al mimero de microorganismos analizados.
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Figuea 2. Vias de interaccién de las bactrias Sulfscoreduco-
ras. / Antolinez DM Modificado de Barton, 1995 (17).
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Table 4. Blood Pressure Fuzzy Ranges Map
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Tablal. Caracteristicas de ingreso de los pacientes

VARIABLES Pacientes TB n-11

Edad 4542170
Género

Masculino 8G27%)

Femenino 3 (27.3%)

Visias a urgencias

si 5(355)
No 6(645%)
VEE% 613+ (148)
CVE% 646 (10.6)

VEE,/CVE% 897+ (255)
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Tabla 1. Microorganismos anacrobios encontrados en diferentes rangos de temperatura.

oorganismos
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Figura 4. Modelo para la acivacion de ba/bak: Se observa como
Bim, proteina de inico dominio BH3, inhibe la 2 Bl XL y Mel1,
paca permiti la iberacion de Bak y ibear l Cieromo C. Tomado y
modificado de Flescher (32).
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Figura 21. Proceso de descarboilacién por parte de ciertas
bacteriss.

Modificads de: ioguimica de los microorganisms. Ramn Parés
Antomio Judres. 2002
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Tabla 1. Primers disefados para amplificacién del T. pallidum subsp. pallidum.
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Table 1. Example of classification methods

Hard Classification Overlay Classifica Fuzzy Classifica
Objects

B G A B c A B c

1 0 1 o o 1 0 0.02 092 0.06

2 1 0 o 1 o 1 054 0.01 045

3 o 1 o 1 1 o 0.35 0.62 0.03

4 1 o o 1 o o 092 0.03 0.05

5 o 1 o o 1 o 0.08 0.88 0.04

6 0 0 1 0 1 1 0.02 042 056
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cién de via las dos soluciones de congelamiento.

PARAMETRO PROMEDIO

FRACCION 1

FRACCION 2

Células nucleadas solucién A 5.23x10°células lulas
Viabilidad solucién A 34%
Células nucleadas solucién B 22x10° células 6x10° células

Viabilidad solucién B
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Figure 3. Membership Functions for BMI
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Figara 3. Curva de amplificacién del gen TiN47 por PCR - i con ADN de T
Jopahart o,
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemogrificas de la poblacién
abjeto de estudio

isticas Sociodemogrficas

36
VARIABLE n (%)

fos (DS 6,8)

Edad promedio
Masculino 36 (100%)
Estrato 1..23 (63.8%
Estrato 2. 10 (27,7%)

Estrato 3.3 (8,3%)

casado 14 (38,8% )

Soltero 13 (36,11%)
Unién libre 9 ( 25%
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Figura 3. Dominios de familia de proteinas Bel-2 y elasificacién segin su funcién: Se observan A) las proteinas de prosupervivencia o
antiapoptéticas que pueden tener los 4 dominios; las proteinas pro-apoptéticas como los B) efectores multidominio, que permiten la
liberacion del Citocromo C: y C) losiniciadores e nico dominio BH3 para la regulacién de la apopeosis. Tomado y modificado de 5.

Ying (1.
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Figura 12. Reaccién quimica desaminacién reduccora. Modificado de: Metabolismo de compues-
105 mitrogenados. wiww.unac.cds. peldocumentos!. JCAPITULO%20N"9%2006.pdf





OEBPS/Images/v13n24a01t05.JPG
Table 5. Risk Fuzzy Ranges Map

Tnput Range Linguistic term

44 Healthy
15-64 Mild
42-83 Moderate
65-111 Severe

84 Very Severe
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Figara 14, Osidacion de I Lisina/ Antolinez DM Tomado de: Christopher K. Mathews, Kensal E. van Holde, Dean R. Appling.

hemisery 2012. (59). (1) L-Lisina, 2.3-aminomutasa. () Blisina mutasa. 3) 3,5-Diaminohexanoato deshidrogenasa. (4) Enzirma que
hidroliza el 3-ceto-5-aminobexanoato. (5) Desaminass. (6 Butirl-CoA deshidrogenasa. (7) CoAtransicrasa. (8) B-ctorilas. (9)Fosfoceto-
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Figura 22. Descarboilscion de I Lisina y produceidn de Cadaverina
Modicads do: blaistontue o o vdesosrminie. Rk Paks Aritssade Jodess 2002
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Figura 5. Fermentacion propiénica género Propionibacterium. | Amtolinez DM. Modificado de: C Allson and G T Macfarlane. Dissim
latory nitrate reduction by Propionibcterium acnes. 1989 (34).
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Figara 19. Reaccién quimica de la fermentacién de alanina y glicina.
Tomado de |. Koobman y K-H Robm, Bioguimica: Texto y Atlas. 2004 (62, 63).
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Tabla 4. Algunos indicadores del trabajo de observacion

Formula

HHT- 8 Horas X 6 dias a la Semana X 4,29 (Factor de

Horas hombre trabajadas  conversion de semana a mes) X 12 meses (afo) X nimero 165559.8
de trabajadores
Dias perdidos por incapacidad de  Dias d ncpacdad rrgadgs s rabsadors acciden- &
‘origen ocupacional
Tndice de frecuencia de accidente 3 i i
b Total de accidentes en afio X K/ HHT afto 17
Indice se severidad de accidente  No.de dias perdidos y or AT en el afio XK /
de trabajo HHT ane. it
Tndice de lesion incapacitante de i R s

accidente de trabajo
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Figura 7. Diferenciacién ostcogénica. A) Células bajo induccién ostcogénica dia 15. B) Calulas control con DVIEM. C) Tincién de
Von Kossa para depésitos de calcio en células ADAS a las 5 semanas de inducion. D). Tincién de Von Kossa en clulas control. E)
Tincién histoquimica de AP en ADAS después de 5 semanas de induccién. F) Tincion histoquimica de AP en células control. Magni
i DK s S B et
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Figura 10. Reaccion quimica del proceso de degradacion oxidativa de deshidrogenasas.
Modihntds de Mitahalionns dle ooubuestes mitrmsenddas. srmva mmc.sde siddocumantusl. NCAPITULON N IDE MlF
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Tabla 3. Caracteristicas del accidente

Caracteristicas del accidente

'VARIABLE n (%)
Area de Prod: n (94,4%)
Herida 24 (66,6%)

Golpe 10 (277%)

Herramientas 24 (66,6%)

Otro 2 (
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Figura 18. Reaceion de Stickland / Corrales LC.
Tomado de: Lilian Frioni. Procesos Microbianes Tomo IT 1999(61).
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Figure 1. Mapping of Input to Output Age
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Tabla 3. Tipo de fermentaciones y productos generados (21, 22,34)

ipo de Fermentacion Producto o productos

Lactato
Etanol, CO,
Fermentacion dcida-mixta Etanol, Succinato, Acetato, Formiato, Lactato, CO,, H,
Fermentacién butikénglicslica Butilénglicol, CO,

Fermentacion aceto-butirica Acetato, Acetona, Butirato, Butanol, Etanol, CO,, H,
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‘Tabla 3. Sensibilidad y especificidad para los blancos moleculares pN47y pold por PCR - tr.

TN pold

Na % No. %
Sensbildad 910050 0 7110 660 pe) i
Expecfidad i 100 ” 100

i il e e i,
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Figura 1. El ciclo de vida de Chlamydia srachomats, inicia con I adhesion de I particula metabalicamente inaceiva o cuerpo clemental
(CE) ala célula huésped, para lucgo inicia la conversién a  particula metablicamente activa o cuerpo reticular (CR) que estas pre-
i i sk s sy et v M ot . Trinabis v siuBitoudvde 11, Cotobiuis ORIY.






OEBPS/Images/v13n24a09f01.JPG





