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  Intervencin del Doctor Elkin Lucena, Director Cientfico de Cecolfes, durante el lanzamiento de NOVA - Publicacin Cientfica

  


  Primero que todo deseo agradecer a la Doctora Olga Ostos y al Comit Editorial de la Revista Nova por la gentil invitacin que me cursaron para estar hoy en una fecha memorable para la Universidad. No se me escap, cuando se me hizo la invitacin, la responsabilidad que asumo al presentar esta nueva revista cientfica en Colombia. Doctor Miguel Garca Bustamante, Doctora Lola Rosala Saavedra, Doctora Martha Espinosa, Directivos, personal administrativo, docentes, investigadores, estudiantes e invitados especiales.


  Se&ntilde;oras y se&ntilde;ores:


  El comienzo del siglo XXI se ha caracterizado por una creciente globalizacin, la cual no hace referencia nicamente al continuo flujo de bienes y servicios, sino tambin a una creciente internacionalizacin de la informacin en campos diversos como el de la educacin y la investigacin. La investigacin, en particular, es necesaria para el desarrollo cientfico, econmico y sociocultural de los pueblos. Esto es una realidad ineludible que nos lleva a la necesidad de construir estructuras educativas para que la investigacin prospere en Colombia, como muy bien lo expres el se&ntilde;or Rector. Por tanto, la formacin de personas con liderazgo en esta rea, la creacin de alianzas, grupos de trabajo interdisciplinarios, el acceso a recursos y por supuesto estrategias para dar a conocer los resultados mediante publicaciones, con la proyeccin de la investigacin hacia el futuro, permiten dar a conocer nuestro trabajo generando mayores posibilidades para obtener nuevos recursos, retroalimentarlo con las crticas y aportes que hacen los colegas, as como la posibilidad de generar conocimientos cambiantes que se realizarn por aportes hechos continuamente por parte de la ciencia.


  A travs de la investigacin se pretende generar conocimiento cientfico de la mano de la tecnologa, a la disposicin que permita hacer frente a la problemtica mundial, permitiendo el crecimiento de las instituciones para trascender acadmica y experimentalmente. La investigacin tiene factores tangibles e intangibles en diversos contextos como el acadmico, educativo, empresarial, poltico, cultural, tico, religioso y social, los cuales influyen sobre los nuevos conocimientos, la produccin de informes experimentales, de diagnsticos de procedimientos y de nuevas perspectivas en el mbito cientfico, el cual deber ser conocido en diferentes contextos, no slo para el que implement la investigacin en forma correcta y directamente.


  Nace hoy, pues, la publicacin cientfica Revista Nova que adquiere altsimo valor en un pas ciertamente escaso de este tipo de publicaciones. Este ser un documento informativo que permita integrar la comunidad cientfica de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca al mundo de la investigacin mundial, lo cual hoy por hoy es indispensable para el buen desempe&ntilde;o docente e investigativo de la educacin superior, as como para el desarrollo del conocimiento en general, fundamentalmente para la construccin de una identidad y reconocimiento como representacin frente a la comunidad cientfica mundial.


  Nova, publicacin cientfica especializada en ciencias biomdicas de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, bajo la coordinacin de la Doctora Ostos y su consejo editorial, se consolida como un espacio desde la academia, tendiente a propiciar el desarrollo del ejercicio reflexivo de las ciencias biolgicas y mdicas, contribuyendo a la solucin de los mltiples mtodos que afronta el quehacer cientfico colombiano en estas reas del conocimiento. Esta semilla, al interior del mbito universitario, ser reflejada en la integridad cientfica del profesional de ma&ntilde;ana.


  El primer nmero de Nova cumple en su estructura de presentacin y contenido todos los parmetros Internacionales establecidos e, indudablemente, por Colciencias, para publicaciones peridicas. Aborda, entre otros temas de actualidad, la genmica, la protemica, la transgnesis, el diagnstico de enfermedades infecciosas parasitarias y virales, de repercusin en nuestra sociedad, con una mirada crtica que invita a la discusin y al debate acadmico, fundamentalmente con la consolidacin de la comunidad cientfica, y desarrolla aspectos tericos y ticos de las ciencias biomdicas.


  Para ser posible este primer nmero se cont con la participacin de destacados investigadores de la Universidad Nacional de Colombia con los doctores Chaparro, Tobas Mojica, Leonardo Bobadilla, Oscar Snchez y Luis Fernando Ni&ntilde;o; el Instituto Nacional de Salud con los doctores Jairo Mndez, Mara Bernal, Dora de Calvache, Jorge Boshell, Amparo Iglesias, Hernn Yupanqui y Antonio Bermdez; el Instituto Materno Infantil de Colombia con Liliana Mu&ntilde;oz Medina, Juan Carlos Sabogal, Clara Arteaga, Ismena Mockus, Jairo Tovar, Rubinstein Hernndez; la Clnica San Rafael con el doctor Jorge Castillo; la Universidad de La Salle con Patricia Hernndez; a nivel internacional, el Doctor Francisco Javier, Universidad Catlica de Chile; y, por supuesto, con la participacin de docentes e investigadores de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, las doctoras Alicia lvarez, Silvia Campuzano, Judith de Camacho, Ana Graciela Lancheros, Olga Luca Ostos, Ruth Snchez, Carmen Cecilia Almonacid, Gladys Pinilla, Janeth Navarrete, Liliana Caicedo, Janeth Vargas Hernndez, Gladys Quintero. Como ven ustedes, los iniciales aportantes para el desarrollo de la Revista Nova son todos de ptimas calidades y de un contexto universal a nivel nacional.


  Nova - Publicacin Cientfica cuenta con un destacado grupo de investigadores en su comit editorial y cientifico, quienes con su efecto han podido hacer el uso crtico y han colaborado profundamente para que sea realidad esta meta que hoy nos rene. Con este primer nmero de Nova - Publicacin Cientfica se presenta una completa revisin sobre el tema de Chlamydia trachomatis –quiero hacer especial referencia a l–, tema en el cual se vienen desarrollando importantes proyectos que aportan de una manera significativa a la investigacin bsica y aplicada en nuestro pas. Dentro de este marco, con nuestra institucin Cecolfes y la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca se ha iniciado un trabajo colaborativo utilizando tecnologa de punta para el diagnstico de este patgeno en mujeres con problemas de infertilidad que permitir el establecimiento de una lnea de investigacin y la consolidacin de un grupo interdisciplinario que fortalecer los procesos investigativos en la solucin de una problemtica mundial y estar enriqueciendo peridicamente la publicacin con artculos de serias investigaciones.


  Es importante enaltecer el esfuerzo y dedicacin del seor Rector, Doctor Miguel Garca Bustamante, de las directivas de la Universidad, de la editora de esta publicacin, la Doctora Olga Luca Ostos, de los investigadores que publicaron y de todas las personas que fueron solidarias y ayudaron a materializar este proyecto que hoy ha podido salir definitivamente a la luz. Es mi deseo, como el de todos ustedes, que Nova - Publicacin Cientfica contine en la ardua labor de consolidarse como una publicacin a nivel nacional e internacional y tambin, indudablemente, de una vida larga y duradera. Muchas gracias.
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  Resumen


  El compromiso espermtico severo en el hombre infrtil, puede ser el resultado de la presencia de deleciones en el cromosoma Y en la regin AZFc (Factor de azoospermia regin c). En este estudio se caracterizaron 97 hombres con infertilidad con una frecuencia del 6% para la presencia de deleciones en la poblacin estudiada. De estos hombres positivos para delecin en la regin Yq (AZFc), nacieron tres nios mediante el uso de inyeccin intracitoplasmtica (ICSI) que heredaron la mutacin en el cromosoma Y, fundamentando la importancia de crear un programa de tamizaje para detectar la presencia de delecin en este cromosoma en la poblacin de hombres infrtiles candidatos para tcnica de fertilizacin asistida (ART) mediante ICSI.


  Palabras claves: hombres infrtiles, deleccin, Zona Yq, fertilizacin asistida, inyeccin intracitoplasmtica de espermatozoides.


  Abstract


  Determination of microdeletion in chromosome Y in infertile men, candidates to assisted reproduction techniques Intracytoplasmatic spermatozoid Injection.


  Severe spermatic damage in infertile man can be the result of presence of deletion in chromosome Y and in AFZc region (Zoosperm factor Zone C). This study was made in 97 men with infertility and a frequency of 6% to the presence of deletion in the studied population. Of those men positive to deletion in Zone Yq (AZFc) were born three children by using intracytoplasmatic injection (ICSI), whom inherited mutation in chromosome Y, it established the importance to create a sifting program to detect the presence of deletion in this chromosome infertile men population, candidates to Assisted Reproduction Technique treatments (ART) by ICSI.


  Key Words: Infertile man, deletion, Zone Yq, sifting, assisted fertilization, intracytoplasmatic spermatozoid injection.


  Introduccin


  Los estudios genticos actuales se realizan para la deteccin y el anlisis de la informacin gentica a nivel molecular, estos permiten detectar las causas de enfermedades o desrdenes que padecen las personas. La bsqueda de tal informacin la lideran grandes grupos de investigadores, Proyecto Genoma Humano entre otros, los cuales han identificado y secuenciado los genes presentes en los cromosomas, entre ellos el cromosoma Y motivo del presente estudio (1).


  La infertilidad ocurre en un 15 a 20% de las parejas, representando el factor masculino ms del 50% de todos estos casos. Aunque la relacin causal entre las deleciones del cromosoma Y y una funcin testicular disminuida es pobremente entendida, el tamizaje para las deleciones en el cromosoma Y se ha comenzado a utilizar ampliamente en la evaluacin de infertilidad masculina permitiendo dilucidar su etiologa y pronstico (1).


  El anlisis de la secuencia de genes especficos en el cromosoma Y que codifican para algn desorden es importante, ya que establece el grado de alteracin del DNA para la aparicin de la enfermedad y permite la implementacin de tcnicas diagnsticas y en un futuro desarrollar terapia gnica (2).


  Cuatro diferentes loci han sido mapeados en el cromosoma Y, estos regulan la espermatognesis y se conocen como factor de azoospermia (regiones AZF a, b, c y d), deleciones en estas regiones afectan genes candidatos como DAZ, RBMY, USP9Y Y DBY originando testiculopata severa en el hombre infrtil (2-11).


  Estudios actuales se orientan a encontrar la relacin entre deleciones en el cromosoma Y con las alteraciones en la espermatognesis. Actualmente a ms de 4800 hombres infrtiles se les ha realizado tamizaje para deleciones en este cromosoma las cuales determinan las posibles causas de los fenotipos de azoospermia no obstructiva y oligozoospermia severa que involucran en el mayor de los casos la regin AZFC en la cual se localiza la familia del gen DAZ (4,12-15).


  Su expresin se da a nivel de tejido testicular y se sabe que ste codifica para protenas de enlace de RNA (9,15). As mismo, posee influencia sobre el destino de la clula espermatognica, bloqueando o facilitando la diferenciacin celular, la cual altera la expresin de protenas que se encargan de la diferenciacin post-meitica de esta clula gamtica (2,3,9).


  Las tcnicas moleculares como la reaccin en cadena de la polimerasa (PCR), permiten identificar deleciones no detectadas mediante el estudio de cariotipo. El avance de la biologa molecular con el mapeo del cromosoma Y, hoy puede ser un diagnstico de rutina en todos los hombres infrtiles. El tamizaje de deleciones en Yq, provee a las parejas informacin bsica para someterse a tratamientos mediante ART, ste permite determinar el riesgo de que la siguiente generacin masculina herede las deleciones que afectarn su fertilidad futura (16,17).


  El presente estudio utiliz PCR para la evaluacin de deleciones en regiones especficas de AZF en Yq en pacientes infrtiles con cariotipo normal, fundamentando la utilizacin de este anlisis como un mtodo eficaz para la deteccin de uno de los orgenes de la infertilidad asociado con desrdenes genticos (2,6,7,18-22).


  Materiales y mtodos


  Seleccin de pacientes: este estudio analiz un total de 97 pacientes atendidos en la unidad de fertilizacin asistida del Centro Colombiano de Fertilidad y Esterilidad CECOLFES, los cuales fueron incluidos en el estudio por presentar deficiente cantidad y calidad espermtica. Antes de realizar el ICSI, los pacientes fueron sometidos a exmenes androlgicos. Se prest especial atencin a los antecedentes mdicos que los pacientes referan como hipogonadismo, criptorquidismo, varicocele, cirugas del tracto genitourinario, agenesia de conductos deferentes, atrofia testicular, orquitis, prolactinoma, hiperprolactinemia, cncer testicular, quimioterapia y medicaciones.


  Este estudio sigui las recomendaciones y fue aprobado por el comit de biotica de CECOLFES. Se incluyeron un total de 30 hombres sanos frtiles y 10 muestras de mujeres normales como controles positivos y negativos respectivamente, los hombres utilizados como control presentaban parmetros seminales, citogenticos y moleculares normales, adems de tener fertilidad comprobada.


  Anlisis seminal: en todos los pacientes el smen fue examinado bajo los parmetros establecidos por las guas de la Organizacin Mundial de la Salud (OMS) en trminos de volumen, conteo espermtico, movilidad espermtica rpida progresiva y morfologa. Los hombres azoosprmicos fueron confirmados mediante dos anlisis diferentes de smen en un intervalo de dos semanas seguidos por un periodo de abstinencia sexual de tres das.


  Anlisis citogentico: se realiz anlisis citogentico de preparaciones de cultivos de linfocitos perifricos. Las tcnicas de bandeo (G Y Q) fueron utilizadas y se analizaron ms de 20 metafases en cada paciente.


  Diagnstico molecular: el DNA genmico fue extraido de muestras sanguneas perifricas con reactivo de purificacin de Promega (A1120). Los pacientes fueron tamizados con el Kit para deleciones del cromosoma Y, por PCR mltiplex de Promega (MD1531), para la determinacin de presencia o ausencia de los productos de amplificacin; mltiplex A (SY254, SY157, SY81, SY130, SY182) mltiplex B (SYPR3, SY127, SY242, SY208), mltiplex C (SY128, SY121, SY145, SY255), mltiplex D (SY133, SY152, SY124) y mltiplex E (SY14, SY134, SY86, SY84).


  En el grupo familiar de los pacientes que presentaron delecin se analizaron adicionalmente 16 STS: SY153, SY152, SY1192, SY1206, SY155, SY602, SY 242, SY579, SY254, SY639, SY202, SY157, SY1190, SY158, SY1201 y SY160, con el fin de determinar su extensin total, analizando un total de 36 locus de importancia para los pacientes positivos.


  Solo se incluyeron los ensayos de PCR que tenan productos del tamao esperado idnticos al del control positivo y no tenan amplificaciones en el control negativo, solo fueron consideradas las deleciones cuando el producto de PCR estaba ausente despus de tres amplificaciones en las mismas condiciones.


  Los padres e hijos de los pacientes positivos en el anlisis molecular del cromosoma Y, fueron tambin investigados en condiciones idnticas, con el fin de determinar si estos casos realmente eran deleciones de novo o heredadas.


  Anlisis estadstico: se utiliz un diseo prospectivo clnico analtico y se determinaron las frecuencias relativas y absolutas con el fin de establecer las caractersticas clnicas y androlgicas, presencia o ausencia de microdeleciones del cromosoma Y, edad y fenotipo testicular de los pacientes estudiados.


  Resultados


  Un grupo de 97 pacientes infrtiles que asistieron a CECOLFES, fueron tamizados para deleciones en el cromosoma Y, usando 20 STS localizados en las 4 regiones AZF, 2 de los 97 correspondiente al 2.1% de los hombres tamizados, fueron positivos para la delecin en la regin AZFc (Figura 1).

  De igual forma, 33 pacientes seleccionados segn su concentracin de espermatozoides menor  igual a 5 mill/ml (16 azoospermicos, 9 criptozoospermicos y 8 oligozo-ospermicos severos), fueron tamizados y se determin la presencia de delecin en 2 de ellos; fenotpicamente uno de los pacientes presentaba azoospermia no obstructiva y el otro oligozoospermia severa (Tablas 1 y 2; Figura 2 y 3).


  La frecuencia de deleciones en estos pacientes tamizados respecto a su historia androlgica se muestra en la Tabla 3. En el grupo de hombres azoospermicos se observ delecin en un paciente con azoospermia no obstructiva idioptica y en un paciente con oligozoospermia severa idioptica, en ningn paciente con criptozoospermia se detect la delecin.

  Se determin la concentracin de espermatozoides aspirados de testculo (TESE) en el paciente azoospermico, encontrndose un espermatozoide por cada 8 campos. En el paciente oligozoospermico severo se observ una concentracin de 1.4 mill/ml espermatozoides en su eyaculado.


  Se evaluaron otras caractersticas del semen en los dos pacientes y se encontr severa reduccin de la movilidad y pobre morfologa de los espermatozoides, la mayor anormalidad detectada fue cabeza amorfa (Tabla 4).
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  Figura 1. Esquema del cromosoma Y. Se muestran 20 STS y sus Locus correspondientes, localizados en cada regin, AZFa, AZFb, AZFd, AZFc, utilizados para tamizar la presencia de delecin en hombres infrtiles. La barra de donde nace el segundo cono, de abajo hacia arriba, representa los STS presentes en cada paciente, y la barra punteada indica el intervalo de la delecin, definido como STS ausentes.


  En la evaluacin citogentica de los pacientes analizados, uno present anormalidad estructural cromosmica, 46,XdelY(q12) con un fenotipo testicular de teratoastenozoospermia. En ningn otro paciente se encontr anormalidad numrica o estructural que fuera considerada como la causa de la infertilidad del paciente tamizado.


  Un esquema de la delecin encontrada en estos pacientes se muestra en la Figura 1. Dos pacientes presentaron delecin intersticial exclusivamente en la regin AZFc y AZFd (AZFc distal), con los siguientes STS ausentes: SY145, SY152, SY242, SY206, SY254, SY255 y SY157, correspondientes a los genes DAZ RBMY1, RBAY2, BPY2 y CDY. No se encontraron deleciones en AZFa y b en la poblacin tamizada.


  Tabla 1. Frecuencia de hombres infrtiles de acuerdo a su fenotipo espermtico.
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  Tabla 2. Frecuencia de delecin en hombres infrtiles de acuerdo a la concentracin espermtica
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  Figura 2. Distribucin de frecuencias de hombres infrtiles segn el fenotipo testicular
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  Figura 3. Distribucin de porcentajes para la presencia de delecin en Yq de hombres infrtiles segn recuento espermtico.


  De los 97 pacientes con infertilidad, 69 parejas mediante ICSI lograron un embarazo; 39 nios y 31 nias, las restantes no lograron embarazo. Dentro de las parejas que tuvieron nios se encontraban los dos pacientes con delecin intersticial en la regin AZFc (gen DAZ) uno de ellos, el paciente identificado como


  Tabla 3. Hallazgos androlgicos en hombres infrtiles tamizados para delecin en Yq, candidatos a ICSI. Ntese la frecuencia de deleciones en los diferentes subgrupos de pacientes analizados en el presente estudio.
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  JAT-6 tuvo un hijo varn nacido mediante ICSI y el paciente identificado como 402 tuvo dos hijos varones (nacimiento gemelar), estos dos pacientes con delecin idntica no relacionados entre s fueron evaluados en su historia familiar para dilucidar el origen de la delecin (heredada o mutacin de novo).


  Familia del paciente 402: hombre de 38 aos, quien no reportaba en su familia hombres con infertilidad, historia androlgica o cncer. Se tamiz a su padre y a sus dos hijos nacidos por ICSI; el gemelo 1 es sano y hasta hoy no presenta ninguna anormalidad y el gemelo 2 presento hipoplasia ventricular derecha, lo cual ocasiona despus del nacimiento la presencia de crisis convulsivas a causa del defecto cerebral.


  Se obtuvo una muestra de sangre del padre del paciente, hombre de 70 aos con 4 hijos varones, la cual fue negativa para la delecin. Al analizar la muestra de semen, se le encontr una delecin idntica a la del paciente, lo que indicaba que el paciente hered la delecin en Yq de su padre y que esta era de lnea germinal y no de lnea somtica, confirmando la presencia de mosaico de lnea para la delecin.


  Tabla 4. Hallazgos clnico androlgicos, citogenticos y moleculares de pacientes positivos para deleciones en el cromosoma Y
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  De igual forma se analizaron muestras de sangre de los hijos gemelos nacidos mediante ICSI y se encontr que ambos portaban la delecin idntica a la de su padre y su abuelo (Figura 4).


  Esta familia en tres generaciones sucesivas, presenta la misma delecin, esto provee evidencia de que una delecin en Yq puede originar diferentes fenotipos testiculares en cada individuo infrtil de un mismo ncleo familiar (19,20), por ejemplo, el padre del paciente tuvo una aparente fertilidad normal, que al pasar el tiempo se deterioro por procesos externos relacionados con ambiente y envejecimiento, que llevaron a un fenotipo testicular severo (17,18). Muy posiblemente el bisabuelo fallecido hered a su hijo la inestabilidad en el cromosoma Y. La delecin franca se observ en los gemelos nacidos mediante ICSI en la Familia del paciente JAT-6: hombre de 48 aos, quien no reportaba familiares hombres con infertilidad, historia androlgica o cncer.
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  Figura 4. Cromosoma Y de la familia del paciente 402 (G III) , su padre (G II) y sus dos hijos (G IV) concebidos por ICSI. La barra en de color oscuro presentada al lado izquierdo, representa los STS presentes en cada hombre analizado, la barra clara indica el intervalo de la delecin, definido como STS ausentes. El padre del paciente (G II) presenta delecin en lnea germinal (LG). Este hered a su hijo (G III) la delecin en AZFc. El paciente es tamizado en lnea somtica (LS) en la cual se confirma la delecin, por ART – ICSI logra concebir dos nios (G IV 1 y 2) los cuales heredaron la delecin idntica a la de su abuelo (G II) y a la de su padre (G III).


  Se tamiz a su padre y a sus dos hijos, uno nacido cuando tena 20 aos y otro nacido por ICSI a la edad de 48 aos (Figura 5). Este paciente hace 28 aos tuvo fertilidad normal y hoy presenta delecin y un fenotipo testicular severo, por lo cual recurri a tcnicas de ART; los espermatozoides utilizados para el ICSI fueron obtenidos por TESE. En el estudio familiar su padre no presentaba delecin en lnea somtica ni germinal, a diferencia del paciente quien present delecin en AZFc (Gen DAZ), con lo cual se comprueba la presencia de una delecin de novo.
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  Figura 5. Cromosoma Y, de la familia del paciente JAT-6 (G II), su padre (G I) y sus dos hijos (GIII). Un hijo naci cuando el paciente tena 20 aos (G III 1) y otro naci va ICSI a la edad de 48 aos (G III 2). La barra oscura del lado izquierdo de la grfica, representa los STS presentes en cada hombre analizado, la barra clara indica el intervalo de la delecin, definido como STS ausentes. El padre del paciente (G I) no present delecin ni en lnea germinal (LG), ni en lnea somtica (LS). El paciente en estudio presenta delecin de novo en las lneas celulares somtica y germinal. El hijo nacido va ICSI (G III 2 ) hereda la delecin del padre presentando expansin de la misma hacia la parte terminal de AZFc. (G III 2) presenta el mismo punto de ruptura en AZFd (SY 145) pero su delecin se expande hasta AZF terminal (SY 160) en la regin de heterocromatina del cromosoma Y. Los STS y locus demarcados en el cuadro representan marcadores extras estudiados en esta familia para lograr mapear el punto de ruptura terminal de la delecin presente en este nio.


  El hijo nacido hace 28 aos tiene un cromosoma Yq intacto, pero el hijo nacido mediante ICSI se le encontr una delecin en AZFc con el mismo punto de ruptura del padre pero expandida hacia la parte terminal del cromosoma. Se evaluaron otros STS terminales en Yq, para lograr detectar la extensin de la delecin y se encontr que abarcaba desde AZFd (STS-SY145) hasta AZFc terminal (STS-SY160) en la regin heterocromatica de Yq (Figura 5).


  Discusin


  En el estudio se reporta el logro de un programa de tamizaje para detectar la presencia de deleciones en el cromosoma Yq en una poblacin de pacientes candidatos para ART-ICSI. Diversos estudios han reportado una variedad de frecuencias de deleciones desde el 1% (21) hasta del 55.5% (22), con una media de 12% de pacientes con azoospermia no obstructiva y 6% de pacientes con oligozoospermia severa (2, 4, 10, 13, 23-26).


  Hasta la fecha se han tamizado miles de hombres infrtiles utilizando protocolos en los cuales se emplean de 1 a 150 STS. La tasa de deteccin de las deleciones vara de acuerdo al nmero y la seleccin de STS y de criterios clnicos de inclusin de los pacientes, por ejemplo, la frecuencia reportada mas alta se estableci en un estudio con solo hombres azoospermicos y las ms bajas en un grupo de pacientes infrtiles (21,22).


  En el estudio se incluyeron pacientes con etiologas androlgicas conocidas, para evaluar la presencia de deleciones. La infertilidad idioptica se determin en un 67%; en el 33% restante se detect infertilidad no idioptica. Dentro de los pacientes con infertilidad no idioptica el 61% presentaba varicocele y en el 39% se observ atrofia testicular, hiperprolactinemia, criptorquidia, agenesia de conductos deferentes, prolactinoma y orquitis (Tabla 5 y 6, Figura 6 y 7). Los pacientes portadores de la delecin Yq presentaban infertilidad idioptica (Tabla 7).


  La frecuencia de delecin analizada en este estudio en el grupo de pacientes azoosprmicos fue de 6.25%; en oligozoosprmicos severos fue de 12.5% y no se encontraron deleciones en pacientes criptozoospermicos (Tabla 8). Estos porcentajes estn por debajo de frecuencias reportadas en anteriores investigaciones como: Kobayashi, 1994; Reijo, 1995; Najmabadi, 1996; Stuppia, 1996; Foresta, 1997,1998; Kent First, 1999; Ferlin, 1999; Masato, 2001, (3,10,12,13, 23,27,28) pero son comparables con los resultados de Reijo, 1996; Sarah, 1997; Pryor, 1997; Girardi, 1997; Grimaldi, 1998; Reliman, 1999; Krauz, 1999; David, 2000; Corine, 2000; Krauz, 2001; Jan, 2002; Dohle, 2002; Dates, 2002 (4,19,25,29-38) (Tabla 9). Brandell, 1998 (39) describe que todo paciente infrtil sin espermatozoides en su eyaculado antes fue frtil y tuvo un recuento espermtico normal. En nuestro tamizaje el paciente JAT-6 previamente fue normozoospermico, pas por oligozoospermia severa y, despus de algunos aos, lleg a ser azoospermico. Los hombres infrtiles positivos para delecin presentan histolgicamente en tejido testicular resultados que varan desde hipospermatogenesis hasta arresto completo de la maduracin y sndrome de solo clula de sertoli.


  El 50 a 75% de las azoospermias no tienen causa conocida (25), se ha descrito que el 30% de los hombres con azoospermia idioptica tienen deleciones del cromosoma Y (2,4,9,12,13,25,40). Sin embargo, la transmisin vertical de una delecin que involucra

  el gen DAZ, desde padre a hijo ha sido informada solo en pocos casos (2,12,25).


  En este estudio se reporta una familia que presenta delecin del gen DAZ durante tres generaciones en lnea directa. Esto provee evidencia de que una delecin en Yq puede originar una expresin fenotpica variable en los diferentes individuos analizados dentro de un mismo ncleo familiar (4,30,41), lo que es clnicamente significativo, ya que la presencia de una delecin no es absolutamente un marcador para infertilidad y puede estar asociado con aparente fertilidad que en la segunda o tercera etapa de la vida y puede conducir al desarrollo de un fenotipo testicular severo como azoospermia no obstructiva (42,43).


  Tabla 5. Anlisis de frecuencia de hombres infrtiles segn su etiologa.
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  Tabla 6. Distribucin de frecuencias de hallazgos androlgicos responsables de las causas no idiopticas para la infertilidad masculina.
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  Tabla 7. Nmero de pacientes infrtiles con delecin respecto a la etiologa
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  Tabla 8. Resultado de hombres infrtiles tamizados para delecin en Yq.
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  Figura 6. Distribucin de frecuencias de la etiologa responsable de la infertilidad en 97 hombres tamizados para deleciones en el cromosoma Y.
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  Figura 7. Distribucin porcentual de diferentes hallazgos clnico androlgicos responsables de la infertilidad no idioptica en la poblacin de estudio.


  Las deleciones intersticiales pueden ocurrir durante la meiosis por un empaquetamiento defectuoso del DNA en la espermiognesis. El patrn de delecin en el cromosoma Y que se ha observado parece ser reproducible en gran cantidad de pacientes, en este se han detectado una alta frecuencia de elementos repetitivos de secuencias en tandem que generan una inestabilidad cromosmica significativa (12).


  Durante el intercambio de cromtides hermanas en meiosis, pueden ocurrir deleciones de regiones especficas en Y, tales como AZFb o AZFc, que limitan con las regiones de alta repetitividad, generndose el fenmeno de la prdida constante de genes o familias de genes importantes para la espermatognesis. Esto es importante puesto que ratifica la hiptesis de que las deleciones de novo en regiones del cromosoma Yq,

  son frecuentes en hombres con fenotipos testiculares severos que comprometen la inestabilidad del genoma en las siguientes generaciones (2,4,12,13,25).


  Tabla 9. Datos relevantes de diferentes investigaciones para el tamizaje de microdeleciones en cromosoma Y, con diferentes criterios de seleccin y mtodos de anlisis. (AF: anlisis de frecuencia relativa y absoluta; ANOVA: anlisis de varianza) Datos Negrilla: resultados similares al presente estudio.
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  Figura 8. Distribucin de frecuencias de acuerdo a la edad de hombres infrtiles tamizados en el presente estudio.


  Dichas regiones inestables, conocidas como palindrmicas tiene alto riesgo de expansin de la delecin durante la embriognesis temprana, resultando en un mosaico de lnea germinal y somtica. Si la delecin en Yq es en una regin inestable, se heredar a la siguiente generacin por lnea germinal, lo que generara infertilidad en el hijo y posible expansin de la delecin. El impacto en el fenotipo es dependiente de la extensin de la mutacin y el momento en que ocurre la mutacin en el desarrollo (44-46).


  La prdida total del gen DAZ puede ser asociado con un fenotipo histolgico de solo clula de sertoli o arresto de la maduracin espermtica (22,25). Los diferentes grados de hipoespermatogenesis observados en hombres con deleciones AZFd/c (DAZ) pueden ser atribuibles al grado de compensacin parcial de la delecin por la presencia de un gen funcional homlogo autosmico presente en el cromosoma 3

  (gen DAZLA) (4,47-50).


  Las dos familias que se describen en este estudio, de hombres con delecin en AZFc, lograron ser padres va ICSI. Todos los hijos heredaron el cromosoma Y delecionado de su padre, los genes de la regin AZFc aparentemente no afectan morfolgicamente el cuerpo, la rganognesis, oncognesis de clulas germinales o la fisiologa y el metabolismo normal de los fetos. La reciente secuenciacin de AZFc ha verificado que las siete unidades de trascripcin de los genes del cromosoma Y de esta regin, son expresadas nicamente en testculo (9,10,45).


  Tabla 10. Distribucin porcentual de edad de hombres infrtiles tamizados para deleciones en Yq, candidatos a ICSI.
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  Como tratamiento para la infertilidad por la azoospermia no obstructiva, en 1992 se implementa el ICSI y en 1993 los procedimientos conocidos como TESE y MESA (aspiracin de espermatozoides del epiddimo y del testculo por microciruga), lo que significa que los primeros nios nacidos mediante estas tcnicas hoy tienen 10 y 11 aos respectivamente, aun ninguno ha entrado a la pubertad para poder orientar a la comunidad cientfica en el grado penetrancia de las deleciones del cromosoma Yq y aun no se conoce cual ser su fenotipo testicular y su capacidad reproductiva a largo plazo (43,51,52).


  Recientemente una alta frecuencia de hombres jvenes con baja calidad de smen han sido reportados en el mundo (53-57). En el presente estudio el 62% de los hombres analizados estn en el rango de edades de 35 a 44 aos y el 23% entre 25 a 34 aos (Figura 8; Tabla 10), aos atrs el hombre disminua su fertilidad despus de los 60 aos, hoy tenemos pacientes a temprana edad con infertilidad, fenotipos testiculares severos y desarrollo de cncer testicular o seminomas.


  Numerosos factores ambientales tales como pesticidas, estrgenos exgenos y metales pesados pueden tener un impacto negativo en la espermatognesis, pero ninguno de estos factores ha sido formalmente demostrado como responsable del deterioro en la fertilidad masculina. El envejecimiento y un ambiente deletreo podran aumentar la probabilidad de la mutacin y tambin acrecentar el impacto de la misma sobre la espermatognesis. Es interesante sealar que los hombres que presentan la delecin son hombres entre 45-65 aos de edad (20,30), como se observ en el paciente de 48 aos identificado como JAT-6.


  Con este tamizaje podemos concluir que el uso de amplio nmero de STS en un grupo seleccionado de hombres infrtiles candidatos a ICSI, con mayor riesgo de presentar delecin son aquellos con recuentos de espermatozoides menores de 5 mill/ml (oligozoosprmicos severos, criptozoospermicos y azoosprmicos) con infertilidad idioptica.


  Debido a que las deleciones en Yq pueden ser heredadas por nios varones nacidos mediante el uso de ICSI, este tamizaje provee una adecuada consejera para el tratamiento de la pareja infrtil, puesto que los nios nacidos de hombres con delecin en Yq pueden heredar la delecin y la inestabilidad de su padre y consecuentemente sufrir en el futuro problemas de subfertilidad e infertilidad. Obediente


  Se puede predecir el riesgo de que los hijos varones hereden la delecin y la deficiencia espermatognica pero no su severidad, la cual ser modificada o modulada

  por factores genticos y/o ambientales que podrn expandir o suprimir el efecto deletreo de la delecin en AZFc de las siguientes generaciones.
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  Resumen


  En el presente estudio se evalu la asociacin entre Chlamydia trachomatis (CT) y Neisseriae gonorrhoeae (NG), utilizando la tcnica de COBAS AMPLICOR CT/NG Molecular System, en muestras de orina de 355 mujeres con un promedio de edad de 23.9 aos; 20 muestras fueron positivas para CT, informndose una prevalencia de de 5.63%. Aunque estudios epidemiolgicos han reportado relacin entre la infeccin por Chlamydia trachomatis y las causadas por otros microorganismos como Neisseriae gonorrhoeae; en este estudio no se encontr asociacin. Factores como el tipo de muestra y la presencia de inhibidores en la orina disminuyen la sensibilidad en la deteccin de Neisseriae gonorrhoeae.


  Palabras claves: Chlamydia trachomatis, asociacin, Neisseriae gonorrhoeae, PCR, sensibilidad, orina.


  Abstract


  Determine the association Between Chlamydia Trachomatis and Neisseriae Gonorrhoeae through molecular biology techniques in urine samples.


  The following study evaluated the association between Chlamydia Trachomatis (CT) and Neisseriae Gonorrhoeae (NG) using COBAS AMPLICOR CT/NG MOLECULAR SYSTEM technique in 35 women urine samples with a 23.9 year old average. 20 samples were positive to CT, showing a prevalence of 5.63%. Although, epidemiological studies have reported a relationship between Chlamydia Trachomatis infection and the ones caused by others microorganisms like Neisseriae Gonorrhoeae; this study didnt find any association. Factors like kind of sample and the presence of inhibitors in urine, diminished sensibility to detect Neisseriae Gonorrhoeae.


  Key Words: Chlamydia Trachomatis, association, Neisseriae Gonorrhoeae, PCR, sensibility, urine.


  Introduccin


  El patgeno humano Neisseria gonorrhoeae (NG) es un coco gram negativo, no mvil, no esporulado, el cual crece caractersticamente en pares (diplococo), es susceptible a los cambios ambientales y no sobrevive por largos periodos fuera de su husped; considerndose un parsito obligado del hombre. La infeccin causada por el patgeno es conocida como infeccin gonococcica; el microorganismo crece sobre las clulas epiteliales y es capaz de invadir las barreras y diseminarse va sangunea a mltiples rganos incluyendo el fluido cerebro espinal, piel y articulaciones (1). La unin a la mucosa esta mediada por pilis o protenas, veinticuatro a cuarenta y ocho horas despus ocurre una penetracin del microorganismo entre y a travs de las clulas epiteliales a los tejidos de la submucosa, lo que genera una respuesta inflamatoria mediada por neutrfilos, con necrosis del epitelio (1,2).


  Por otra parte, Chlamydia trachomatis (CT), es una bacteria intracelular obligada, presenta una morfologa esfrica u ovalada y se observan como cocos gram negativos o gram variables, son inmviles no ciliadas, con una membrana interna y otra externa y tienen un ciclo de crecimiento nico que implica dos formas denominadas cuerpo elemental y cuerpo reticulado o inicial, estos representan las formas extracelulares e intracelulares del parsito, respectivamente.


  Las complicaciones clnicas en mujeres causadas por CT son; absceso plvico, enfermedad plvica inflamatoria crnica y recurrente, embarazo ectpico e infertilidad; en hombres causa infeccin genital crnica del tracto y en nios conjuntivitis y neumona (3).


  Estudios epidemiolgicos, han encontrado evidencias de una relacin entre la infeccin por CT y las causadas por otros microorganismos como por NG (4- 8), tal vez originado por el debilitamiento de las barreras fisiolgicas y de los mecanismos inmunolgicos de defensa del organismo, que permite una mayor susceptibilidad a la invasin por estos patgenos (4,5). De acuerdo a lo anterior, nos preguntamos, s ¿es posible detectar en muestra de orina de estos grupos de pacientes la asociacin entre CT y NG?


  El estudio evalu dicha asociacin, utilizando la tcnica de COBAS AMPLICOR/NG Molecular System, en 355 muestras de orina de mujeres con un promedio de edad de 23.9 aos.


  Materiales y mtodos


  Poblacin accesible y muestra: la poblacin accesible fue de 4500 mujeres menores de treinta aos con vaginitis inespecfica, que asistan a los hospitales de la Secretaria de Salud de Bogot y una poblacin de igual tamao de mujeres jvenes asintomticas. Mediante el anlisis de potencia se determin una muestra de 175 mujeres jvenes con vida sexual activa y diagnstico clnico de vaginitis inespecfica y 168 mujeres jvenes asintomticas con vida sexual activa, se utiliz un diseo muestral aleatorio estratificado.


  Obtencin de la muestra: se analizaron 10 a 50ml de orina, obtenidos de la primera miccin del da (flujo inicial del chorro), recolectados en frascos limpios de polipropileno. Para determinar el tipo de riesgo de la poblacin de contraer alguna enfermedad de transmisin sexual, se realiz una encuesta siguiendo las recomendaciones del tratado de Helsinki, los consentimientos informados fueron obtenidos de todas las participantes en este estudio.


  Preparacin de la muestra: la muestra de orina fu homogenizada y tratada con una solucin detergente para liberar el ADN, y posteriormente se le adicion una solucin diluyente para preparar el espcimen para la amplificacin.


  Amplificacin por PCR: en la amplificacin se utilizaron los primers biotinilados especficos, para amplificar una secuencia de aproximadamente 207 pares de bases. Una vez realizada la extraccin, el ADN con la mezcla maestra (primers, dNTPs, Taq polimerasa, cloruro de magnesio y buffer) se llev al termociclador del analizador COBAS AMPLICOR, en donde se realiz la tcnica de PCR y posterior deteccin. Para cada muestra se utiliz un control de amplificacin interno.


  Reaccin de hibridacin: una vez realizada la PCR, se realiz la reaccin de hibridacin desnaturalizando los amplicones, estos se colocaron en los pocillos de deteccin que contenan las partculas magnticas revestidas con una sonda oligonucleotida especfica para NG. Los amplicones marcados con botina hibridan con las sondas conjugadas con las partculas magnticas.


  Reaccin de deteccin: la deteccin se realiz en el analizador COBAS AMPLICOR que extrae el conjugado no ligado, lava las partculas magnticas, y aade un conjugado de avidina- peroxidasa de rbano picante, este ltimo se conjuga con el amplicon marcado con biotina e hibrida con la sonda fijada a las partculas magnticas, finalmente, se aadi una solucin de perxido de hidrogeno y 3-3, 5-5 tetrametilbencidina (TMB) a cada pozo.


  Resultados


  En el presente estudio se evalu la asociacin entre CT y NG, utilizando la tcnica de COBAS AMPLICOR CT/NG Molecular System, en muestras de orina de 355 mujeres con un promedio de edad de 23.9 aos, donde el 49,3% fueron mujeres asintomticas que manifestaron encontrarse totalmente libres de sntomas relacionados con infeccin vaginal o uretral y el 50,7% manifestaron presentar sintomatologa de vaginitis inespecfica. El promedio de edad de las mujeres participantes fue de 23.9 aos (Tabla 1).


  Veinte muestras fueron positivas para CT, informndose una prevalencia de 5.63%; esta misma poblacin se utiliz para detectar NG, mediante COBAS AMPLICOR NG Molecular System.


  En relacin con los antecedentes de las enfermedades vaginales, en el grupo de mujeres asintomticas, el 79% manifiesto nunca haber presentado sntomas; en la poblacin sintomtica positiva para CT, se encontr que el 33.3% haba padeci enfermedad plvica inflamatoria anteriormente, de igual forma un 33.3%, manifest no saber que enfermedad haban padecido. Las participantes de los dos grupos indicaron en un 24 % haber tenido relaciones sexuales con alguien ms aparte de su pareja durante los ltimos 6 meses.


  El comportamiento sexual de las mujeres que participaron en el estudio se resume en la Tabla 2.

  Al realizar la deteccin de NG en las muestras estudiadas, el 100% present un resultado negativo, lo que indic un 0% de prevalencia de Infeccin gonoccica en la poblacin de estudio. Las muestras positivas para CT, tambin fueron negativas para NG, es decir, no se encontr asociacin entre positividad para CT e infeccin por NG, mediante PCR CT/NG COBAS AMPLICOR.


  Discusin


  En el estudio no se encontr asociacin entre la presencia de CT y la deteccin de NG en las 355 mujeres (promedio de edad de 23.9 aos) evaluadas. De las 20 muestras positivas para CT, ninguna fue positiva para NG, el resultado anterior puede estar influenciado por el tipo de muestra utilizada, debido a que el gonococo tiene preferencia para infectar e invadir la uretra, el recto, la


  Tabla 1. Distribucin de mujeres que participaron en el estudio por estratos que corresponden a su condicin de asintomticas o que presentaban vaginitis inespecfica, se muestra promedio de edades por estrato y porcentaje de positivas para CT y NG


  [image: ]


  Tabla 2. Caractersticas de las mujeres que participaron en el estudio, teniendo en cuenta variables de inters en infeccin por CT y NG; nmero de parejas sexuales, nmeros de abortos y uso de preservativo, se muestra la relacin de los hallazgos con los resultados positivos de la prueba para CT y NG. NR*; mujeres positivas que no responden la encuesta.
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  conjuntiva, la faringe y el endocervix, donde los pilis y la protena II median parcialmente la fijacin de este microorganismo a las clulas mucosas de estos tejidos. Sin embargo, la muestra de orina presenta la ventaja de no ser invasiva, lo que facilita su recoleccin en hombres y mujeres (6-8); as mismo, se han observado buenos resultados al evaluar un gran nmero de individuos en estudios de prevalencia del patgeno (9,10) y existen tcnicas que pueden ser usadas para la deteccin simultnea de patgenos en una sola muestra (10,11), as, los sistemas de amplificacin para la deteccin simultnea de infecciones gonoccicas y por Chlamydia, muestran una sensibilidad superior comparados con el mtodo tradicional de cultivo y permite el uso de muestras no invasivas.


  Lo anterior, incrementa el alcance, disminuye los costos de la salud pblica en los programas de tamizaje con el objeto de controlar estas infecciones y permite que instituciones con escasos recursos, desarrollen programas de promocin y prevencin en enfermedades de transmisin sexual (11,12,13). As mismo, diferentes estudios, han comparado la sensibilidad de las tcnicas moleculares para la deteccin de CT y NG en muestras como: hisopado vaginal y muestras de orina, encontrando una alta similitud (90%) en los resultados obtenidos (14-16).


  La ausencia de infeccin por NG en las muestras analizadas, puede indicar una baja prevalencia de este patgeno en la muestra estudiada. Estudios en otras poblaciones han reportado baja prevalencia de la infeccin gonococcica, tal es el caso del estudio realizado en noviembre de 2002, en el Hospital General de Montreal en Canad (17), en el que a 9772 pacientes hombres y mujeres, se les detecto NG utilizando muestras endocervicales, uretrales y de orina, los resultados de este estudio indicaron una baja prevalencia (0.5%) y confirmaron la alta sensibilidad (100%) y especificidad (98.3-99.2%) de la tcnica COBAS AMPLICOR CT/NG en la deteccin de NG, el valor predictivo positivo fue de 28,3% para muestras de orina de mujeres y 7,1% en muestras endocervicales (17). Sin embargo, estudios realizados por Barbara Van Der Pol, et al. (18), en Indiana (2001), reportan que la tcnica COBAS AMPLICOR CT/NG presenta reaccin cruzada con algunos aislamientos de Neisseria subflava y Neisseria cinerea, y otros han mostrado que poblaciones con baja prevalencia de CT y NG tienen un valor predictivo positivo bajo, secundario a la reactividad cruzada que se presenta con algunas cepas de Neisseria no patgenas o de Lactobacillus en muestras endocervicales (18,19).


  A pesar de las desventajas informadas del uso de tcnicas de biologa molecular en algunas poblaciones a nivel mundial, estas continan siendo una buena alternativa en el diagnstico de patgenos causantes de enfermedades infecciosas(20) que pueden cursar de forma asintomtica o con manifestaciones muy leves, como es el caso de NG, en el que la lectura en mujeres de frotis directos para su diagnstico no es concluyente (21-23), por lo que se hace necesario realizar cultivos que generalmente son negativos (24,25).


  Como recomendacin para mejorar la sensibilidad y especificidad en el diagnstico de NG mediante la tcnica COBAS AMPLICOR CT/NG, proponemos utilizar una muestra de hisopado vaginal disuelto en orina, que permite evaluar en una sola muestra la presencia de CT y NG en patologas como cervicitis y/o uretritis, disminuyendo los costos y mejorando la calidad del diagnstico.
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  Resumen


  El siguiente estudio estableci un inmunoensayo enzimtico ELISA, usando partculas virales fraccionadas de una cepa de campo del virus IBR, este mostr una alta sensibilidad y especificidad y una baja tasa de falsos negativos y positivos. Los sueros bovinos positivos y negativos, con los cuales se normaliz la tcnica de ELISA, fueron analizados por seroneutralizacin para determinar anticuerpos anti IBR; se recolectaron sueros negativos y positivos con ttulos 1:4 a 1:128 y se consider la dilucin del suero bovino 1:50, como la dilucin ptima para la tcnica de ELISA. Por otra parte, se utiliz el coeficiente de variacin BR, para analizar el grado de repetitibilidad de las absorbancias obtenidas de los sueros positivos y negativos, se obtuvo resultados menores del 20%, lo que indico una adecuada repetitibilidad y un bajo coeficiente de variacin.


  La sensibilidad y especificidad encontrada fue de 96 y 98% respectivamente, teniendo como prueba de referencia la seroneutralizacin. Los resultados obtenidos, determinan que la prueba de ELISA con partculas virales fraccionadas de una cepa de campo, detecta anticuerpos anti IBR con alta sensibilidad y especificidad, siendo una herramienta para el mejoramiento diagnstico de la enfermedad.


  Palabras Claves: ELISA, seroneutralizacin, rinotraqueitis bovina infecciosa, anticuerpos, mejoramiento diagnstico.


  Abstract


  Evaluation of ELISA test use of field strain (antigen) to detect antibodies against Infectious Bovine Rhinotracheitis virus.


  The following study set up an enzymatic immune test (ELISA) using viral particles broke up of field strain of IBR virus; it showed a high sensibility and specificity and low rate of false negatives and positives. Positive and negative bovine serum which ELISA technique was normalized, were analyzed by seroneutralization to determine anti IBR antibodies; It was collected positive and negative serum with titles 1:4 to 1:128 and was considered dilution of bovine serum 1:50 as optimal dilution to ELISA technique.


  On the other hand, coefficient of variation BR was used to analyze the rehearsing of absorbance obtained by positive and negative serum. The results obtained were less than 20%, which indicated an appropriate trustiness and a low coefficient of variation. Sensibility and specificity found was 96% and 98% respectively, taking as a reference test the seroneutralization. The results obtained determined that ELISA test with viral particles broke up of field strain detected anti IBR antibodies with a high sensibility and specificity, being an improvement tool to diagnose the illness.


  Key Words: ELISA, seroneutralization, infectious bovine rhinotracheitis, antibodies, diagnostic enhancement


  Introduccin


  Los herpes virus bovino tipo 1 (HVB-1), pertenecen a la subfamilia de los Alphaherpesviridae; stos causan una gran variedad de sndromes que incluyen la rinotraqueitis bovina infecciosa, la vulvovaginitis pustular infecciosa, el aborto, y la conjuntivitis (1,2). La encefalitis bovina se consideraba causada por un agente idntico al que causa la rinotraqueitis bovina infecciosa, pero por su presentacin sintomtica exclusiva de signos neurolgicos, se sospech de una variante de este mismo virus. En la actualidad se sabe que la encefalitis bovina es causada por el Herpes Bovino tipo 5; estos virus tienen la capacidad de establecer una infeccin latente en los ganglios nerviosos como el trigmino (3). La transmisin del virus HVB-1 de animal a animal, ocurre comnmente por introduccin de animales infectados en hatos sanos (2). El diagnstico confirmatorio puede realizarse por el aislamiento del virus en clulas renales bovinas, y la posterior identificacin se da por sus efectos citopticos especficos (4,5).


  Con pruebas serolgicas, como la neutralizacin viral se puede analizar la respuesta humoral desde la ptica del control sobre la infectividad del virus en un cultivo celular, logrndose detectar la presencia de anticuerpos en muestras dobles, tomadas en la fase aguda y de convalecencia; llegando as a un diagnstico certero por la seroconversin (incremento en el ttulo de anticuerpos al cudruple), siendo una prueba positiva para la presencia del virus de IBR (6,7).


  Igualmente, la presencia de anticuerpos anti-IBR, puede ser detectada por ELISA en muestras de leche, donde se han detectado seroconversiones en un 70%

  de la poblacin estudiada (8).


  As mismo, se ha demostrado una elevada sensibilidad (100%) y especificidad (91%) de la prueba ELISA para detectar seroconversin, en muestras pareadas de animales infectados por el virus IBR (9); este procedimiento se ha usado para la deteccin de anticuerpos especficos contra glicoprotenas del virus HVB-1 (10,11).


  Este estudio presenta un inmunoensayo enzimtico (ELISA) altamente sensible y especfico, utilizando partculas virales de una cepa de campo, con la cual se hace reaccionar sueros bovinos y anticuerpos monoclonales dirigidos contra protenas del virus IBR.


  Materiales y mtodos


  Sueros bovinos: los sueros bovinos positivos y negativos (seroneutralizacin) se obtuvieron del banco de sueros del programa de postgrado de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia. Los ttulos de anticuerpos anti IBR por seroneutralizacin fueron de 1:4 hasta 1:128; igualmente, se proces en este estudio un suero hiperinmune obtenido en conejo con anticuerpos policlonales contra el virus.


  Clulas: las clulas se obtuvieron realizando cultivos (frascos Roux) de la lnea celular de ri&ntilde;n bovino o Madin-Darby (MDBK) (ATCC CCL 22); se mantuvieron en crecimiento por 24 horas a 37°C, en Medio Esencial Mnimo (MEM) (SIGMA), suplementado con suero bovino fetal al 7% (Laboratorios Hyclone), L glutamina 1% (SIGMA) y antibiticos al 1% (solucin de penicilina 10.000U, Streptomicina 10 mg, Anfotericina 25 mg Hibrimax SIGMA). Las clulas se incubaron con el medio hasta obtener confluencia celular del 70 a 90% (12).


  Cepas virales: Se utiliz una cepa de campo, aislada de un toro en servicio, proveniente de un hato de la Sabana de Bogot, sin antecedentes de vacunacin a IBR y con seroconversin por prueba de seroneutralizacin. La cepa fue cultivada en clulas MDBK, de acuerdo con el siguiente protocolo: el virus fue absorbido durante 1 hora a 37°C en las clulas MDBK, se adicion 70ml de MEM al 1%, se incub 24horas a 37°C (efecto citoptico del 80-100% de las clulas), el sobrenadante se clarific centrifugndolo a 15000g (Centrfuga Beckman J21) por 20min a 4°C y se conserv a – 80 °C.


  Cuantificacin de protenas: para la cuantificacin de protenas se utiliz la prueba espectofotomtrica de Bradford; sta permiti una sensibilidad de deteccin de protenas en la muestra a analizar de 60-300 mg/ml (13). Considerando que los lotes de virus de la cepa de campo fueron cosechados en medio MEM con SBF, el diluyente para la prueba Bradford se prepar con el mismo medio, con el fin de cuantificar de forma real la concentracin de protenas virales. La determinacin de protenas de las cepas del virus del IBR, present un porcentaje de confiabilidad de 99.7% (13).


  Seroneutralizacin: los sueros bovinos que contenan los anticuerpos contra las partculas del virus IBR se usaron como controles positivos, se inactivaron en ba&ntilde;o mara a 56°C por 30 min. Se realizaron diluciones en base 2 de cada uno de los sueros hasta la dilucin 1:128; posteriormente se adicionaron 50 ul de la suspensin del virus (dilucin de trabajo) que contena 100 DITC 50% del virus cepa de referencia Iowa y se incubaron a 37°C durante 1hora. Luego se colocaron 50ul de la suspensin de clulas (suspensin de clulas MDBK, ajustada a una concentracin de 25.000 clulas/50ul en medio de cultivo suplementado con suero bovino fetal al 5%, glutamina 2% y antibitico 1%). Las placas se incubaron a 37°C por 72 horas. Se determin el ttulo seroneutralizante para cada uno de los sueros problema, previa verificacin del resultado de los controles empleados en la prueba, considerndose como positivo un ttulo 1:4 (14).


  Inmunodot: una de las variantes del ELISA es el dot-ELISA, tambin conocida como inmunopunto o dotblot, el cual emplea una membrana de nitrocelulosa como soporte para el acoplamiento del antgeno en lugar del soporte de poliestireno empleado en el ELISA convencional (15). El inmunodot se utiliz para encontrar la concentracin ptima del antgeno, anticuerpo primario y conjugado (proteina G marcada con peroxidasa), necesarios para la realizacin del ensayo. Se recort papel de nitrocelulosa del tama&ntilde;o de una caja de 96 pozos para realizar el marcaje en donde se deposit el antgeno.


  El papel se lav con buffer TBS (Buffer Tri salino) y se dej secar. El virus (5º Pase) fue sonicado a 40 MHz (Ultrasonic Homogenizer Cole Parmer Instruments 4710) por 60s a 4°C, con intervalos de 30s por dos veces; se adicionaron 4μl del mismo por pozo demarcado, se dej secar por 5 a 10min a temperatura ambiente. Posteriormente se bloque con TBS-Tween 20 0.05% leche descremada 5% por 24horas a 4°C. Se lav nuevamente y se adicionaron, utilizando una caja de 96 pozos, 100μl del anticuerpo primario, y se coloc en contacto con el papel, se incub a 4°C una noche en cmara hmeda; nuevamente se lav tres veces con buffer TBS 5min en agitacin a temperatura ambiente, a continuacin se adicion 100μl del conjugado (la protena G marcada con peroxidasa Pierce) a ttulo de trabajo y se incub toda la noche a 4°C en cmara hmeda. Finalmente se lav el papel para adicionar el sistema de revelado (19ml de Buffer acetato, 60μl de H2O2 y 1ml de solucin de aminoetilcarbazol en dimetil formamida), despus de 10 a 30min la reaccin se detuvo con 2 lavados en agua destilada (16,17).


  Inmunoensayo enzimtico (ELISA): considerando que el inmunoensayo enzimtico, ELISA, facilita la deteccin de anticuerpos IgG contra el virus de la rinotraqueitis bovina infecciosa, se sigui y modific el protocolo sugerido por Vandrunen (1984). En

  placas de poliestireno Inmulon II, se adicionaron 100μl del virus diluido (2ml de la cepa de campo a una concentracin de protenas de 6.38mg/ml, se sonic, y el antgeno se diluy 1:4 buffer cubierta de Na2CO3/ NaHCO3 0.2 M pH 9,6), las placas se incubaron 1 hora a 37ºC y 24 horas a 4ºC en cmara hmeda. Se procedi a lavar dos veces con PBS-Tween- leche (buffer fosfato 0.15M pH 7,2, 0.05 % de Tween 20, 5% de leche descremada) y se bloque con 100μl de esta misma solucin, por 24 horas a 4ºC en cmara hmeda.


  Se agreg 100μl a cada pozo de las diluciones del suero de los ratones 1:25 en PBS Tween-leche y el sobrenadante concentrado de los hbridomas y se incubaron 1 hora a 37ºC en cmara hmeda, posteriormente, se lavaron 5 veces con PBS Tween y las placas se secaron bien en el ltimo lavado. Se adicion 100μl de la protena G marcada con peroxidasa (Pierce) a ttulo de trabajo (1:6000) y se incub 1 hora a 37ºC en cmara hmeda; nuevamente se lavaron las placas 4 veces con PBS Tween y una vez con PBS y se secaron bien en el ltimo lavado se adicion 100μl de buffer revelado (Buffer citrato fosfato pH 5,0, ortophenilendiamina y H2O2) y a los 10min se fren la reaccin con H2SO4 2N; las absorbancias se leyeron en un espectrofotmetro (Dynatech Lab.) a 492nm. Como controles positivos y negativos determinados por seroneutralizacin, se usaron sueros bovinos y un suero hiperinmune contra IBR obtenido de conejo.


  Resultados


  La cuantificacin de protenas se realiz por el mtodo Bradford (4), como mtodo confirmatorio y a la vez cuantitativo de la presencia de protenas virales. La concentracin de protenas fue de 0.638 mg/ml para la cepa de campo y de 1.399mg/ml para la cepa de referencia Iowa (Tabla 1).


  Tabla 1. Titulacin y cuantificacin de protenas de la cepa de campo y de referencia Iowa del virus IBR.
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  Para realizar un anlisis ptimo del ELISA, los inmunoreactantes se titularon utilizando la tcnica de inmunodot. La concentracin ptima de las partculas virales fraccionadas fue en la dilucin 1:4; la concentracin ptima para el anticuerpo primario obtenido de sueros bovinos usados como controles positivos y negativos se determin en la dilucin 1:25, para el suero hiperinmune contra el virus IBR obtenido en conejo 1:50 y para la protena G 1:6000.


  Para establecer la dilucin ptima del suero que reconociera las partculas virales sin que las absorbancias de las muestras positivas estuvieran muy cercanas a las negativas, se utiliz el coeficiente BR, el cual se calcula con las absorbancias de las diluciones de sueros positivos sobre las absorbancias de las diluciones de los sueros negativos. La dilucin del suero bovino donde se encontr mayor distancia entre el resultado positivo y el negativo fue la dilucin 1:50 y la dil 1:200. Se consideran estas diluciones del suero adecuadas para obviar reacciones inespecficas (Figura 2)
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  Figura 2. Coeficiente BR de sueros bovinos positivos/negativos en diluciones 1:50, 1:100 y 1:200


  Para seguir con la normalizacin de un ensayo es necesario que este ofrezca indicios preliminares de repetitibilidad. Para este anlisis, se tomaron sueros positivos por seroneutralizacin (ttulos de 1:16, 1:64 y 1:128) procesados dentro de una misma serie, repitiendo 20 veces el mismo suero en dilucin 1:50. Los resultados en cada suero demostraron un coeficiente de variacin de 15 a 19%.


  La sensibilidad y especificidad de la ELISA normalizada con partculas virales de la cepa de campo, se determinaron con 50 sueros bovinos positivos y 50 sueros bovinos negativos por seroneutralizacin, en dilucin de trabajo 1:50 y 1:200, de acuerdo con el coeficiente BR analizado anteriormente. El anlisis de sensibilidad y especificidad se realiz utilizando el programa Win Episcope 2.0.


  Para los sueros procesados en dilucin 1:50, la sensibilidad y especificidad fue de 96% y 98%, teniendo como prueba de oro la seroneutralizacin; estos resultados tuvieron un nivel de confianza del 95%. El valor predictivo positivo y valor predictivo negativo fue de 97.9% y 96%. La sensibilidad y especificidad de los mismos sueros procesados en dilucin 1:200 fue de 70% y 100% con valor predictivo positivo y negativo de 100 y 76.9% respectivamente.


  Como un procedimiento adicional para verificar el coeficiente del ELISA, se emple un evaluador del valor predictivo que busca establecer las concordancias de las pruebas (seroneutralizacin y ELISA) denominado evaluacin cualitativa de kappa  coeficiente de concordancia de medidas. Si este coeficiente kappa es bajo, existe incertidumbre en losdatos reportados. Bajo estas circunstancias, una prueba diagnstica alternativa tiene que ser comparada con un test estndar. La concordancia o conformidad entre ambas pruebas se expresa por el valor kappa (18). En los resultados del presente trabajo, usando los sueros en dilucin 1:50, el valor kappa fue de 0.94 con un nivel de confianza del 95%.


  Discusin


  Se considera una prueba serolgica validada, cuando arroja resultados que revelan la presencia o ausencia de anticuerpos o antgenos en suero con un margen determinado de confianza estadstica (7). Este estudio busc normalizar una prueba de ELISA sencilla, econmica de alta sensibilidad y especificidad, la cual servir como herramienta diagnstica til para en los programas de control del virus IBR. Una adecuada concentracin de protenas utilizadas como antgeno en este caso, contribuye como factor importante en la normalizacin de un inmunoensayo enzimtico (19).


  A partir de los resultados del inmunodot, se pudieron establecer las condiciones ptimas para cada uno de los inmunoreactantes utilizados en ELISA, en donde la dilucin que se us del antgeno viral fue 1:4 y de la peroxidasa 1:6000.


  En los kits comerciales se establece un procedimiento confirmatorio de la presencia de anticuerpos anti IBR en muestras sospechosas, realizando el ELISA por duplicado, en pozos que contengan partculas virales y en pozos que no contengan el virus.


  Para ser ms exigentes en la normalizacin de la ELISA del presente estudio, todos los sueros procesados se montaron por duplicado, en pozo con partculas virales y su duplicado (pozo con sobrenadante de clulas MDBK en cultivo). Al realizar este procedimiento se observ una reaccin inespecfica de todos los sueros tanto positivos como negativos en el pozo que no contiene partculas virales, esto posiblemente se debe a la presencia de anticuerpos contra protenas de las clulas bovinas. Se determin la diferencia entre las absorbancias totales (virus y clulas) menos las absorbancias de los sobrenadantes celulares para obtener una absorbancia neta.


  Al encontrarse un coeficiente de variacin del 15 al 19% se puede decir que existe un nivel adecuado de repetibilidad, ya que un coeficiente de variacin es menor del 20% en las absorbancias analizadas (7).


  Lo anterior indica que los resultados de absorbancias netas del ELISA normalizado, demuestran un grado muy bajo de variacin entre resultados de la misma muestra (20).


  En la ELISA normalizada se encontr una la sensibilidad y especificidad del 96% y 98% respectivamente, con un valor predictivo positivo del 97.9% y valor predictivo negativo 96%, lo que indica que la prueba de ELISA que se normaliz con partculas virales de la cepa de campo ofrece garantas adecuadas para un acertado diagnstico serolgico de la presencia de anticuerpos anti IBR.


  Los resultados de la dilucin 1:200 en los sueros bovinos, no evidencia una sensibilidad adecuada para una prueba diagnstica, por lo tanto se decidi procesar los sueros en la dilucin 1:50 donde se evidencia mayor sensibilidad para detectar anticuerpos anti IBR.


  En muchas circunstancias, es difcil y costoso diferenciar el estado real del estado de la enfermedad.

  Por lo tanto, en la prctica los clnicos tienen que utilizar con frecuencia reacciones en las que no hay estimacin cuantitativa de sensibilidad y especificidad; admitiendo tcitamente que el valor predictivo puede ser suficientemente aceptable con fines prcticos (18).


  El valor kappa de 0.94, valor cercano a 1, indica que existe un nivel de concordancia de medidas muy cercano a la realidad de lo que se esta midiendo, tomando como referencia la ELISA normalizada y la seroneutralizacin como prueba de oro (19).


  Por lo anterior, el ELISA descrito en el presente trabajo es altamente sensible y especfico para la deteccin de anticuerpos IgG contra el virus IBR y se recomienda como herramienta diagnstica para detectar la presencia de la enfermedad en sueros de Bovinos. Sera de gran utilidad, ver el comportamiento de esta prueba para evaluar datos epidemiolgicos en reas endmicas de baja o alta prevalencia, o en reas donde no se conoce el estado de la enfermedad causada por el virus de IBR.


  Mediante el desarrollo de una herramienta diagnstica ptima para la deteccin directa o indirecta de los agentes causales de las enfermedades virales, en este caso de la rinotraqueitis bovina infecciosa, el presente trabajo contribuye con el estudio de patologas que afectan a los bovinos en Colombia.
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  Resumen


  Actualmente, uno de los problemas ambientales importantes es la contaminacin de ecosistemas terrestres por derrames de hidrocarburos principalmente del petrleo y sus derivados, que ocurren en actividades de explotacin y transporte de los mismos. En Colombia, adems de lo mencionado se dan por incursiones violentas contra la infraestructura petrolera por parte de grupos al margen de la ley. Para dar solucin a esta problemtica, existen mtodos de tratamiento para recuperar suelos contaminados, como es la tcnica de biolabranza (landfarming) adicionando nutrientes inorgnicos.


  En esta investigacin se evalu dicha tcnica, in vitro, a travs de un diseo de 6 unidades experimentales (UE) que contenan suelo contaminado con petrleo crudo; tres UE fueron tratadas con fertilizante inorgnico Triple 15, y las otras tres fueron tomadas como control bitico. La efectividad de la biolabranza se determin por medio de anlisis del pH, porcentaje de humedad, temperatura, conteos de microorganismos hetertrofos totales y nmero ms probable de microorganismos degradadores de petrleo, nutrientes e hidrocarburos totales, durante un perodo de experimentacin de cuatro meses.


  Al final del tiempo de experimentacin, para el tratamiento de biolabranza con adicin de nutrientes, se lograron porcentajes de remocin altos de TPHs, hasta de un 91%, alcanzando concentraciones finales de TPHs de 2028 ppm, en comparacin con el control bitico en el cual se obtuvieron porcentajes de remocin hasta del 65% y concentraciones finales de 8049 ppm de TPHs; de manera que se logr demostrar que la adicin de nutrientes optimiza el proceso de degradacin de hidrocarburos en suelos.


  Palabras Claves: contaminacin, hidrocarburos de petrleo, fertilizante inorgnico, biolabranza, degradacin


  Abstract


  Effect in Laboratory of addition of inorganic fertilizers made in degradation of hydrocarbon on contaminated soil by oil


  At present one of the most important environmental problems is contamination of soil ecosystem by hydrocarbon spilling mainly of oil and its derivates which occurs when oil is explored or transported. Furthermore in Colombia it occurs due to violent assaults made by men outside of law against petroleum infrastructure.To solve this problem there are treatment methods to recover contaminated soil as Landfarming technique, adding inorganic nutrients. In this research this technique was evaluated in vitro, through a design of six experimental units (EU) which contained contaminated soil with crude oil; three EU were treated with Triple 15 inorganic fertilizer and the other three were taken as biotical control. Landfarming effectiveness was determined by pH analysis, humidity percent, temperature, count of total heterotrophic microorganisms, and probable number of oil degrades microorganisms, nutrients and total hydrocarbons for a four month experimental period. At the end of that period, in Landfarming treatment with nutrients added was achieved a high remotion percentage of TPH up to 91%, getting final TPH concentration of 2028ppm comparing biotic control in which the remotion percentage achieved up to 65% and a TPH final concentration was 8049ppm thus, it could demonstrate that nutrient addition optimizes the degrading hydrocarbon process in soil.


  Key Words: contamination, petroleum hydrocarbon, inorganic fertilizers, landfarming, degradation.


  Introduccin


  Uno de los problemas ambientales ms importantes de la actualidad es la contaminacin de ecosistemas terrestres y acuticos por derrames de hidrocarburos de petrleo y sus derivados. En el caso del suelo, las principales consecuencias ambientales que se presentan despus de un evento de contaminacin por hidrocarburos son: la reduccin o inhibicin del desarrollo de la cobertura vegetal del lugar del derrame, cambios en la dinmica poblacional de la fauna y la biota microbiana y contaminacin por infiltracin de cuerpos de agua subterrneos. Adems del impacto ambiental negativo, los derrames de hidrocarburos generan impactos de tipo econmico, social y de salud pblica en las zonas aledaas al lugar afectado.


  Las principales fuentes de contaminacin por hidrocarburos en la actualidad son las actividades de explotacin y transporte del petrleo. En Colombia, adems de lo anterior, se presentan derrames de crudo en los sistemas de conduccin debido a incursiones violentas de grupos al margen de la ley, entre los aos 1986 y 1998 dichas incursiones ocasionaron el derramamiento de cerca de dos millones de barriles de petrleo, 7.6 veces el petrleo que se derram en el desastre del buque Exxon Valds entre Alaska y Canad el 24 de marzo de 1998 (1).


  En los ecosistemas terrestres, el suelo representa el medio fsico que sustenta la vida de diversas especies, tanto animales como vegetales. La materia orgnica e inorgnica del suelo da cabida a la coexistencia de una gran cantidad de microorganismos que se adaptan a sus caractersticas fsicas y qumicas an cuando estas sean variables. Los microorganismos tienen una gran importancia ecolgica en los ecosistemas terrestres, pues cumplen la funcin de descomponer sustancias orgnicas de desecho en sus componentes bsicos, los cuales se metabolizan junto con los nutrientes obtenidos del suelo, para generar nueva biomasa y llevar a cabo sus funciones vitales.


  Qumicamente, el petrleo es una mezcla de hidrocarburos compuestos formados principalmente por carbono e hidrgeno con contenidos menores de otros elementos

  como azufre, oxgeno, nitrgeno o trazas de metales, dependiendo del lugar de donde provengan. Los eventos de contaminacin pueden ser remediados mediante eventos naturales que ocurren en el medio contaminado. Por ejemplo, en suelos se presenta el proceso de atenuacin natural, capacidad de los suelos para degradar cantidades de sustancias orgnicas; fundamentalmente ligado a procesos metablicos en microorganismos (biodegradacin), pero tambin a procesos fsicos y qumicos como lavado, volatilizacin, fotodescomposicin e hidrlisis; as como los de inmovilizacin por adsorcin y formacin de enlaces con arcillas, oxi-hidrxidos, entre otros (2).


  En general, los hidrocarburos de petrleo son compuestos intermedios entre altamente biodegradables y difcilmente biodegradables. La biodegradacin de hidrocarburos en suelos se puede ver afectada por diversos factores fsicos y ambientales del lugar del derrame, como la temperatura; esta tiene una gran influencia en la biodegradacin por su efecto sobre la fsica y qumica del petrleo.


  Cuando la temperatura es baja, la viscosidad del petrleo aumenta variando su solubilidad en agua y se disminuye la volatilizacin de algunas fracciones txicas que pueden afectar la actividad degradadora de los microorganismos. Con temperaturas muy altas, se incrementa la toxicidad de los hidrocarburos inhibiendo la actividad microbiana. El rango de temperatura ms apropiado para la biorremediacin se presenta entre 30ºC y 40ºC, a la que se intensifica la actividad enzimtica de los microorganismos acelerando al mximo los procesos de biodegradacin.


  La biodegradacin de hidrocarburos requiere la oxidacin de los sustratos por oxigenasas siendo necesaria la presencia de oxgeno molecular en el medio. La concentracin de oxgeno es una variable limitante para las tasas de degradacin de los hidrocarburos; si el contenido de oxgeno en el suelo es muy bajo algunas porciones del medio pueden volverse anaerbicas y afectar de manera negativa la biodegradacin (3,4). La oxigenacin del suelo permite la volatilizacin de los compuestos txicos (5).


  En cuanto a la capacidad de retencin de agua y humedad, la biodegradacin de hidrocarburos en ecosistemas terrestres puede ser limitada por la cantidad de agua disponible en el medio para el crecimiento y metabolismo de los microorganismos. Diferentes estudios realizados reportan que las tasas ptimas de biodegradacin se dan cuando la saturacin de agua en el suelo se encuentra en el rango de 30 a 90%, en valores menores la degradacin se ve inhibida (6,7).


  En lo referente al pH, la mayora de bacterias hetertrofas se desarrollan ptimamente en pH cercanos a la neutralidad, por lo cual es de esperarse que pH extremos en el medio afectarn de manera negativa a las comunidades microbianas inhibiendo su capacidad para degradar hidrocarburos. Algunos estudios han establecido que el rango ptimo de pH para la biodegradacin de lodos aceitosos en suelo se encuentra entre 5 y 7.8 (7,8).


  Otro factor de importancia es la adicin de nutrientes, los cuales son necesarios para el desarrollo de la actividad microbiolgica y pueden ser divididos en dos clases: macronutrientes y micronutrientes (9).


  La adicin de hidrocarburos al suelo aumenta la cantidad de carbono disponible en el medio para la actividad metablica de los microorganismos, si esto ocurre en lugares donde la concentracin de nutrientes inorgnicos como N y P es baja, produce una relaciones C/N y C/P muy altas lo cual es desfavorable para el crecimiento microbiano.


  Debido a que la disponibilidad de N y P en el medio es un factor limitante en la degradacin microbiana de hidrocarburos, se puede ajustar la proporcin C/N/P mediante la adicin al medio de urea-fosfato, fertilizantes N-P-K y sales de amonio y fosfato logrando de esta manera acelerar el proceso de biodegradacin.


  Dichos factores deben ser controlados al mximo para aumentar la eficiencia de biodegradacin y lograr la recuperacin del suelo en el menor tiempo posible. Actualmente se aplican tcnicas de biorremediacin bajo condiciones controladas, como la biolabranza que consiste en incorporar a un suelo, sedimentos o lodos contaminados con hidrocarburos en una delgada capa estimulando la actividad de la biota microbiana nativa aerbica del suelo, mediante la aireacin y/o adicin de nutrientes y humedad (10).


  La liberacin excesiva de hidrocarburos al medio y la disposicin inapropiada de los residuos de petrleo, hace necesario implementar mtodos de tratamiento para la recuperacin de los suelos afectados, para que sean ambientalmente aceptables y econmicamente rentables. Dentro de la presente investigacin se evalu el efecto de la adicin de nutrientes mediante la tcnica de biolabranza.


  Materiales y mtodos


  El presente estudio sigui un diseo experimental bsico preprueba-postprueba.

  Muestra: fu tomada de la estacin experimental, Finca San Javier de la Pontificia Universidad Javeriana, ubicada en la va Zipaquir – Nemocn (Cundinamarca) con la cual se evalu una alternativa de tratamiento para suelos contaminados con petrleo por medio de un proceso de biorremediacin, en el que se valor la adicin de nutrientes P y N, aplicando la tcnica de biolabranza, durante un tiempo de experimentacin de 4 meses.


  Muestreo: inicialmente se tomaron muestras directas del suelo de la finca San Javier para anlisis fsicoqumicos. En el laboratorio externo del Instituto Geogrfico Agustn Codazzi se practicaron los siguientes anlisis preliminares: nitrgeno total (N-NO3, N-NH4) y extraccin con KCl (2N). Se realiz cuantificacin potenciomtrica de P asimilable y cuantificacin colorimtrica; se determin densidad aparente por el mtodo del terrn parafinado y carbono orgnico por el mtodo de titulacin de Walkley – Black. Posteriormente se delimit un rea de 15 m2, de la cual se removi la capa vegetal superficial presente y se tomaron muestras aleatorias excavando hasta una profundidad aproximada de 20cm; las muestras fueron empacadas en 24 sacos de polietileno con un peso aproximado de 250 kg.


  Adecuacin y preparacin del suelo: el suelo recolectado se mantuvo a la intemperie sobre polietileno negro calibre 4, realizando riego y volteo una vez por semana, durante un mes, con lo anterior la humedad relativa permaneci entre 30 – 60%, parmetro calculado mediante el mtodo aplicado por el Instituto Geogrfico Agustn Codazzi. Para evitar la deshidratacin y prdidas por accin del viento, se recubri con sacos de polietileno.


  Determinacin de lnea base: se complement la informacin del contenido de nutrientes (N y P), densidad aparente y contenido de carbono orgnico, obtenida en los anlisis preliminares, con la determinacin del pH y el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) para hetertrofos. pH: la determinacin del pH del suelo, se desarroll por el mtodo 9045C, segn Standard Methods (11).


  Conteo de microorganismos hetertrofos totales: se utiliz agar infusin suelo mediante la tcnica de la Sociedad Americana de Microbiologa (7) y se realiz conteo de microorganismos hetertrofos por el mtodo 9215 del Standard Methods (12,13). Se prepararon diluciones 10-1 del suelo en agua buferizada (14). Posteriormente, se agit 25 minutos a 200rpm, se dej decantar por 30min y se realizaron diluciones sucesivas hasta 10-8. Las diluciones preparadas se sembraron en placas de agar nutritivo, por duplicado dejndolas incubar a temperatura ambiente (17 ± 3°C) durante 7 das, realizndose recuento de unidades formadoras de colonias.


  Contaminacin del suelo con petrleo: el suelo fue contaminado con 24L de petrleo crudo tipo castilla, con gravedad API 12, distribuido de manera homognea y posteriormente tamizado para lograr un tamao de partcula uniforme. Se cubri con polietileno y se dej reposar durante 4 das para lograr que el contaminante impregnara completamente el sustrato; al cabo de este tiempo se realiz volteo con el fin de permitir la volatilizacin de las fracciones de hidrocarburos de cadenas cortas. Se analizaron dos muestras compuestas de 1kilo, para determinar la concentracin de hidrocarburos totales de petrleo (TPH) por el mtodo de luz infrarroja y se determin la concentracin inicial de nitrato, amonio y fsforo asimilable.


  Montaje de los mesocosmos: se realiz un montaje de 6 mesocosmos (unidades experimentales - UE) en cajas de polipropileno con capacidad de 0.0312 m3, sin sistemas de drenaje que contenan suelo contaminado hasta una altura de 14cm. A tres UE se les adicion fertilizante inorgnico Triple 15, T15, el cual contiene nitrgeno amoniacal y orgnico, fsforo asimilable (P2O) y potasio soluble (K2O) en una proporcin equivalente al 15 % por kilogramo de fertilizante y las otras tres se utilizaron como control bitico.


  Balance de nutrientes: con base en la relacin C: N: P 100:10:1, se adicion un total de 308g de T15 a cada una de las 3 unidades experimentales; este fertilizante se distribuy en el tiempo as: 50% durante el primer mes de experimentacin, 25% el segundo mes y el 25% restante en el tercer mes. Se humedeci y volte una vez por semana durante los cuatro meses de investigacin. El porcentaje de humedad relativa presente, se mantuvo entre 30 y 90% (3,15). Se control semanalmente temperatura y humedad; la humedad se determin segn la tcnica utilizada por el Instituto Geogrfico Agustn Codazzi (7).


  Muestreo del suelo contaminado: se realiz un muestreo compuesto; el suelo de las UE fue constantemente homogenizado proporcionando una distribucin uniforme del contaminante, as como de los nutrientes adicionados. Las unidades experimentales no tenan un sistema de drenaje por lo que no se presentaron prdidas significativas de hidrocarburos ni nutrientes por accin de la escorrenta o lavado del suelo. La seleccin de las muestras se realiz de manera aleatoria, tomando 8 muestras puntuales de la superficie de las UE por medio de una cuadrcula de 60 x 40cm (rea superficial), subdividida en 77 recuadros de 5 x 5cm, los puntos para tomar las muestras se seleccionaron por medio de nmeros aleatorios y con el suelo recogido se conformaron dos muestras compuestas. Las muestras compuestas 1 y 2 (M1 y M2), de cada UE se obtuvieron mezclando 4 de las muestras puntuales para M1 y 4 para M2, de esta se tomaron submuestras con una cantidad de suelo necesaria para cada anlisis de laboratorio.


  Monitoreo del suelo contaminado: se monitorearon las caractersticas fsicas, qumicas y microbiolgicas de cada una de las UE durante los 4 meses de experimentacin se realizaron mediciones de temperatura y pH mediante el mtodo 9045C (11). Estos tres parmetros fueron medidos una vez por semana. La determinacin del pH y el conteo de microorganismos heterotrofos totales se llev a cabo segn la metodologa descrita anteriormente.


  Anlisis del nmero ms probable (NMP): se realiz en placas de 96 pozos para microtitulacin; se utiliz petrleo refinado como fuente de carbono, medio Bushnell-Haas (16) e iodonitrotetrazolium violeta (INT) (6). Los datos obtenidos en dicho recuento fueron analizados con el software Most Probable Number Calculator version 4.04 desarrollado por la Agencia de Proteccin Ambiental de Estados Unidos (US EPA).


  Medicin de nutrientes: para determinar la concentracin de nutrientes, se llevaron a cabo las mediciones de: N-NO3 y N-NH4 con extraccin por KCl (1N) y cuantificacin potenciomtrica y P asimilable con extraccin por Bray II y cuantificacin calorimtrica (7).


  Determinacin de los hidrocarburos totales de petrleo TPHs: se llev a cabo mediante determinacin gravimtrica (14). La extraccin del hidrocarburo de las muestras de suelo, se llev a cabo utilizando el mtodo de extraccin por agitacin orbital con diclorometano como solvente (17).


  Determinacin de hidrocarburos policiclicos aromticos (PAHs): se realiz mediante cromatografa lquida (HPLC). Las curvas de calibracin se realizaron por medio del anlisis de una ampolleta de 2000ng/ml, cuyo estndar contena los 16 PAHs identificados por la USEPA como contaminantes prioritarios (18). Estas determinaciones fueron realizadas en la segunda o tercera semana de cada uno de los meses de experimentacin.


  Aislamiento de los microorganismos degradadores de hidrocarburos: se realiz durante el ltimo mes de experimentacin. Se tomaron 2 muestras de suelo de 0.1g, a partir de un muestreo compuesto realizado en cada UE, cada muestra se sembr en 50ml de medio mineral lquido Bushnell Haas (BH) con 1ml de petrleo refinado como fuente de carbono. Los inculos fueron colocados en agitador orbital a 120rpm por 3 das a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron siembras por duplicado de 0.1ml de cada muestra en agar BH, utilizando petrleo refinado como fuente de carbono, despus de seis das de incubacin a 37°C se observ el crecimiento de colonias sobre el medio de cultivo. A partir de la siembra inicial se realizaron tres resiembras en agar BH con la misma fuente de carbono e incubadas durante 7 das a 37ºC. Se realiz resiembra, seleccin de colonias e identificacin por medio de pruebas bioqumicas Gram-Positive ID Kit BBL Cristal Identificacin Sistems, de Becton, Dickinson and Company.


  Anlisis estadsticos: los datos obtenidos al desarrollar los anlisis descritos anteriormente fueron procesados en el programa estadstico SPSS para determinar diferencias significativas entre los datos obtenidos en cada una de las unidades experimentales y entre el tratamiento con Triple 15 y el control bitico.


  Resultados


  Porcentaje de humedad: tuvo un comportamiento creciente entre los meses 0 y 2, y decreciente entre los meses 2 y 4 con valores comprendidos entre 36 a 67% para cada una de las UE.


  Temperatura, present un comportamiento creciente entre los meses 2 y 4 para cada una de las UE, mantenindose dentro de un rango de 13 a 17 ºC.


  pH, present un comportamiento creciente desde la semana 0 hasta la 10 y un comportamiento decreciente desde la semana diez a la diecisis, para cada UE, presentando datos entre un rango de 4.2 a 6.96 para T15 y de 4.7 a 6.8 para control bitico. Los valores de pH fueron ms bajos en las UE de Triple 15, que los encontrados en UE de control bitico.
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  Figura 1. Correlacin de concentracin de TPH vs. tiempo de experimentacin en UE de triple 15 y control bitico


  Hidrocarburos totales de petrleo-TPHs, los resultados obtenidos de TPHs para las UE parten de un valor de 23280 mg/kg TPH en el primer mes, decreciendo hasta el cuarto mes. Los valores de TPH para T15 fueron ms bajos que en el control bitico, llegando a un mnimo de 2028 mg/kg y 8049 mg/kg TPH respectivamente; presentando una diferencia estadsticamente significativa (Figura 1).


  Las UE con T15 mostraron valores ms altos de remocin que el control bitico, alcanzando su mximo valor en el segundo mes con un 75% de remocin, mientras que en el control bitico fue del 62% en el mismo mes. Los porcentajes de remocin total a lo largo de la investigacin desde el primer mes al cuarto mes, en las UE con T15 tiene valores comprendidos entre el 67 y 91% y valores en los controles biticos comprendidos entre el 37 y 65% (Figura 2).


  Los Hidrocarburos policiclicos aromticos PAHs, tuvieron baja disminucin a lo largo del tiempo de experimentacin. Las concentraciones que ms disminuyeron fueron las de los compuestos pireno y B(k) fluoranteno (Figura 3 y 4).


  Correlacin de nutrientes, Triple 15, la tendencia de todos los nutrientes analizados para las UE que contenan T15 mostr un aumento progresivo, a pesar de algunas fluctuaciones en sus valores; presentando diferencias significativas entre ellos (p<0.05) (Figura 5).
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  Figura 2. Porcentaje de remocin de TPH´s vs. tiempo de observacin en las UE de triple T15 y control bitico.
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  Figura 3. Concentracin de PAHs vs. tiempo de experimentacin para las UE Triple 15.
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  Figura 4. Concentracin de PAH´s vs. tiempo de experimentacin para las UE de control bitico.
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  Figura 5. Correlacin de nutrientes segn tiempo de observacin en T15.
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  Figura 6. Correlacin de nutrientes segn tiempo de observacin en control bitico.


  Control Bitico de los nutrientes analizados en las UE, solo el N-NO3 present un comportamiento decreciente, inversamente proporcional al que present el P y el N-NH4. Se presentaron diferencias estadsticamente significativas entre los diferentes nutrientes (p<0.05) (Figura 6).


  Microorganismos hetertrofos totales, el conteo de hetertrofos totales del suelo de estudio present un aumento progresivo desde 104 hasta 106 en cada una de las UE, sin una diferencia significativa entre ellos; sin embargo, los valores obtenidos en el UE con T15 fueron mayores que los del UE de control bitico; con un incremento poblacional que inicia en los meses 2 y 4 respectivamente (Figura 7).


  Nmero ms probable NMP, los microorganismos degradadores de hidrocarburos presentaron un comportamiento creciente para la UE de control bitico, con valores logartmicos comprendidos entre 5 y 9 y decreciente para la UE con T15 entre los meses 2 y 4 de experimentacin, con valores que varan de 6 a 1.7 (Figura 8).


  Aislamiento e identificacin de microorganismos, los resultados del aislamiento de los microorganismos degradadores de hidrocarburos en los dos grupos de experimentacin fueron: en las UE de T15 5 aislamientos de bacilos gram positivos y 1 aislamiento de levaduras. En las UE de control bitico 4 aislamientos de de bacilos gram positivos y 1 aislamiento de levaduras. Solo se pudieron identificar tres de las cepas aisladas, las cuales se muestran en la Tabla1.
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  Figura 7. Correlacin entre el comportamiento de microorganismos hetertrofos totales vs tiempo de observacin en UE de triple 15 y control bitico.


  Durante la investigacin se conserv el rango de temperatura ptima de crecimiento al cual se encontraban adaptados los microorganismos del suelo de estudio; esto permiti un desarrollo satisfactorio de la biota microbiana ya que a dicha temperatura se presentan las tasas ms elevadas de crecimiento y reproduccin (19). De igual forma el porcentaje de humedad se mantuvo dentro del rango establecido para el proyecto (30-60%), lo cual proporcion las condiciones necesarias para el tratamiento de biolabranza.


  El pH del suelo disminuy notablemente en cada una de las UE por la accin de los microorganismos debido a la transformacin de materiales orgnicos y nitrificacin, lo cual contribuye a que el suelo sea ms cido (20).


  Al final de la presente investigacin los anlisis reflejaron un alto contenido de nutrientes, pues las UE eran sistemas cerrados; adems la aplicacin de T15 gener un aumento en el nitrato, amonio y P en las UE, debido a que estimularon los procesos de mineralizacin microbiana, liberando un exceso de nutrientes en forma inorgnica. Teniendo en cuenta que en las unidades experimentales de control bitico no hubo adicin de nutrientes, el N-NH4 presenta un incremento que se le atribuye a los procesos de mineralizacin.


  Tabla 1. Resultados de identificacin taxonmica –BBL cristal.
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  Figura 8. Correlacin entre NMP vs. tiempo de observacin en UE de T15 y control bitico.
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  Los comportamientos decrecientes para N-NO3 y NNH 4 se debieron a la asimilacin de la totalidad del nitrgeno adicionado por parte de los microorganismos, por lo tanto no se present una liberacin de N en forma inorgnica al medio. En las UE de control bitico la cantidad de NO3 present una disminucin que pudo deberse a un proceso de reduccin asimilatoria del nitrato.


  Otra razn, pudo ser atribuida a la baja cantidad de microorganismos nitrificantes capaces de metabolizar todo el NH4 resultante de la mineralizacin de la materia orgnica.


  Existen varias razones por las cuales el fsforo se present en concentraciones menores que las de nitrgeno en ambos grupos de observacin; una de ellas es que el fsforo adicionado se adsorbe fuertemente por el complejo del suelo y en parte resulta inactivo (21), por otra parte las caractersticas cidas del medio desencadenaron una fuerte fijacin de los aniones sobre todo el fosfato que, se incorpora a las arcillas del suelo de estudio (22); esto provoc una inmovilizacin definitiva del mismo durante el cuarto mes cuando el pH lleg a ser demasiado cido (pH 4), interviniendo en el grado de solubilidad del fsforo y por consiguiente en su aprovechabilidad (21), impidiendo as la presencia de fsforo asimilable.


  La adicin de nutrientes en las UE de T15 ocasion un incremento en la cantidad de microorganismos hetertrofos comparados con los de CB en las que fue mas bajo; esto demuestra que la abundancia de fuentes de carbono presentes en el sustrato al contaminar el suelo con hidrocarburo, puede intensificar la actividad microbiana, pero las bajas concentraciones de nutrientes retrasan los procesos de biodegradacin de dichos contaminantes.


  La contaminacin del suelo con hidrocarburos gener un cambio drstico en las condiciones del medio que inducen a un perodo de adaptacin en las comunidades microbianas, el cual fue ms prolongado en las UE de control bitico debido a la carencia de altas concentraciones de nutrientes.


  La disminucin de las fuentes de carbono propias del suelo gener el consumo del hidrocarburo, lo cual ocasion el incremento de los microorganismos degradadores. La densidad poblacional de dichos microorganismos depende de las relaciones carbono nitrgeno (C:N) presentes en el suelo; cuando dichas relaciones son altas las tasas de mineralizacin son bajas y cuando estas relaciones son bajas las tasas de mineralizacin son altas, lo cual se evidencia con la concentracin de TPH´s.


  El aumento de microorganismos hetertrofos totales se debi a procesos cometablicos, lo cual puede justificar el aumento de los hetertrofos totales en las unidades experimentales durante los ltimos meses de experimentacin. Los procesos cometablicos y actividades bioqumicas sinrgicas en consorcios microbianos pueden conducir al reciclaje total de compuestos relativamente recalcitrantes (2).


  Las diferentes cepas encontradas se desarrollaban simultneamente en cooperacin mutua, con lo cual se logr comprobar que la degradacin de hidrocarburos requiere de la presencia de poblaciones mixtas con amplias capacidades enzimticas para la degradacin de mezclas complejas de hidrocarburos, petrleo crudo, en suelo (23) debido a que los microorganismos individuales pueden metabolizar solo un limitado rango de sustratos de hidrocarburos (24). Las bajas tasas de degradacin de los PAHs se atribuyen a que los procesos de biodegradacin de este tipo de compuestos

  son muy complejos y requieren mayores tiempos de tratamiento que los TPH´s.


  Los resultados obtenidos en la evaluacin de la atenuacin natural demostraron que la degradacin de hidrocarburos por esta tcnica requiere de un periodo de tratamiento mayor al evaluado para lograr una reduccin de los TPH hasta niveles que no afecten

  la salud pblica.


  Los elevados niveles de remocin de hidrocarburos obtenidos en el tratamiento de biolabranza, demostraron que la adicin de nutrientes inorgnicos; en combinacin con altos porcentajes de humedad y condiciones aerbicas agilizan los procesos de biodegradacin de hidrocarburos en suelo.


  La disminucin en el porcentaje de remocin de hidrocarburos despus de llevar a cabo los procesos de biolabranza, se debi a la cantidad de nutrientes con la cual fueron tratados, ya que los dos se mantuvieron bajo los mismos parmetros de humedad, temperatura y aireacin.


  Los conteos de microorganismos hetertrofos totales del suelo de estudio permitieron evidenciar, a lo largo del tiempo de experimentacin, los diferentes comportamientos; periodo de adaptacin a las nuevas condiciones del medio y la degradacin intensiva del contaminante.


  El desempeo de los microorganismos degradadores de hidrocarburos es ptimo cuando en el medio se presentan las condiciones ambientales y nutricionales adecuadas, las cuales generan en los microorganismos una capacidad de respuesta rpida a eventos de contaminacin.


  La disminucin en las concentraciones de los PAH a lo largo del tiempo de experimentacin fue baja debido a que este tipo de compuestos presentan poca degradabilidad y volatilidad, por lo tanto tienen un alto grado de persistencia en el medio.


  La eleccin de un tratamiento para biorremediar el suelo contaminado con hidrocarburo no depende solo de la disponibilidad econmica, sino tambin de las caractersticas propias del terreno, del contaminante y del impacto ambiental negativo que pueda este pueda generar.
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  Resumen


  Este trabajo presenta un modelo para el aislamiento y evaluacin de microorganismos agentes deteriorantes del acervo documental. Se recuperaron e identificaron 28 aislamientos tanto de las unidades de conservacin con biodeterioro como de la atmsfera del depsito 15 del Archivo General de la Nacin de Colombia (AGN). De este grupo, 16 aislamientos microbianos mostraron capacidad hidroltica sobre fibras vegetales cuando se cultivaron en medios con paredes celulares al 1% como nica fuente de carbono. A las poblaciones microbianas recuperadas se les evalu su capacidad para hidrolizar celulosa, xilano, almidn y protenas, considerando los halos de degradacin y el nmero de sustratos hidrolizados, se seleccionaron cuatro aislamientos: dos de Penicillium sp., uno de Bacillus sp. y uno de Actinopolyspora sp.


  A los aislamientos se les cuantific las actividades depolimerasas y accesorias y se les determin el perfil isoenzimtico para celulasas y xilanasas. Los resultados sugieren: (i) los hongos filamentosos y actinomycetes son ms eficientes en la degradacin de polmeros complejos, (ii) posiblemente las poblaciones bacterianas actan como colonizadores secundarios y (iii) el perfil isoenzimtico permite descartar microorganismos saprfitos, de especializados en degradar soporte celuloltico.


  Palabras claves: biodeterioro, poblaciones microbianas, hidrlisis, isoenzimas, acervo documental, polmero complejo.


  Abstract


  Hydrolytic activity and isoenzymatic characterization of microbial population Isolated of documental Heritage of General Archive of Colombia (AGN)


  This work shows an isolation and evaluation model of microorganisms deterioration agents of documental heritage. 28 Isolations were recovered and identified as conservation with biodeterioration as in deposit No. 15 atmosphere of AGN (Bogot-Colombia). Of this group, 16 microbial isolations showed hydrolytic capability on vegetable fibers when they were cultivated in with cellular walls at 1% as the unique carbon source. In the recovered microbial populations were evaluated the capability to hydrolyze cellulose, xylane, almidon and protein. Taking into account degradation haloes and the number of hydrolyzed substrates were selected four isolations: two of Penicillium sp., one of Bacillus sp. and one of Actinopolyspora sp..


  Polymerase activities and accessories were quantified on them and it was determined Isoenzymatic profile to cellulase and xilanase. The results suggest: filamentous fungi and Actinomycete are more efficient degradation complex polymer (cellulose), probably the bacterial population acts as a secondary settler and Isoenzymatic profile permits discard saprophyte microorganisms, specialized in degrading cellulolytic support.


  Key Words: biodeterioration, microbial population, enzymatic hydrolytic, Isoenzyme.


  Introduccin


  El acervo documental considerado de inters nacional, custodiado en archivos o museos, est expuesto permanentemente a sufrir alteraciones fsicas, qumicas y/o biolgicas. Los deterioros biolgicos, causados por los microorganismos como consecuencia de colonizaciones puntuales y de la utilizacin del papel como fuente de carbono y energa, ocasionan cambios no deseados en las propiedades del material. En la colonizacin y degradacin del soporte papel, interactan las diferentes poblaciones microbianas, bacterias, hongos y actinomycetes, el papel compuesto de fibras vegetales, aditivos funcionales (encolantes, carga, abrillantadores pticos, agentes consolidantes) y tintas con aglutinantes orgnicos, es vulnerable a factores abiticos y biticos. Los microorganismos, principales agentes biticos utilizan el papel como fuente nutricional, haciendo uso de sus complejos sistemas enzimticos (glucanasas y proteasas), ayudados por las condiciones micro y macroclimticas del ambiente.


  Esta investigacin evalu el compromiso de las diferentes poblaciones de microorganismos (bacterias, hongos y actinomycetes) en la degradacin del material, estudiando sus actividades hidrolticas y perfil isoenzimtico.
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  Figura 1. Indicadores de biodeterioro documental


  Para ello, se recuperaron e identificaron las diferentes poblaciones microbianas cultivables a partir de la atmsfera y de las unidades de conservacin con biodeterioro, se evalu la capacidad hidroltica de los microorganismos, se caracteriz parcialmente los complejos isoenzimticos por isoelectroenfoque (IEF) y se analiz la relacin entre los microorganismos estudiados y su accin hidroltica, como factores determinantes en el proceso de biodeterioro de la documentacin.


  Materiales y mtodos


  1. Recuperacin microbiana: se seleccionaron reas representativas del depsito y en estos puntos se realiz el muestreo ambiental por el mtodo de sedimentacin sobre agar y se tomaron mediciones de temperatura y humedad relativa. El muestreo se realiz por triplicado a intervalos de un mes, por un periodo de tres meses. La muestra documental, 90 legajos encuadernados, se seleccionaron aleatoriamente del total de poblacin afectada correspondiente 256 legajos.


  Las muestras tomadas por hisopado, segn los indicadores de deterioro (Figura 1), se incubaron en un caldo de recuperacin (1). Alcuotas de 0.1ml del caldo se sembraron simultneamente en placas de agar en medios primarios y en medios slidos y lquidos con pared celular vegetal al 1% como nica fuente de carbono, la cual se prepar siguiendo el procedimiento descrito por Cooper et al., 1988. La identificacin se llev acabo por microbiologa tradicional y pruebas rpidas, como el BBL Crystal.


  2. Evaluacin y seleccin preliminar de las cepas con actividades hidrolticas: los aislamientos de los documentos y de la atmsfera del depsito, se inocularon en medios de cultivo slidos conteniendo como fuente nica de carbono los siguientes sustratos al 1% (p/v) disueltos en solucin de minerales y agar (1.5% p/v): carboximetil celulosa (CMC), xilano de hojuelas de avena (XIL), pectina de manzana (PEC), almidn (AL) y gelatina nutritiva. La inoculacin se realiz siguiendo la metodologa descrita por Mikn y Castellanos (2004). Los halos de degradacin se evidenciaron adicionando como revelantes: rojo congo al 1% (p/v) para celulosa y xilano, rojo de rutenio al 0.2% (p/v) para pectina, lugol para almidn y por licuefaccin de la gelatina para evaluar actividad proteoltica (2).


  Se midi el dimetro de las colonias y el de los halos, producto de la degradacin enzimtica, de acuerdo a la frmula: A-B = C; donde A es el dimetro de la colonia ms el halo de hidrlisis, B es el dimetro de la colonia y C es el resultado de la diferencia de las dos medidas. Se seleccionaron los microorganismos de acuerdo al dimetro del halo y al nmero de sustratos degradados.


  3. Cuantificacin de las actividades hidrolticas: los microorganismos seleccionados se cultivaron en medios lquidos CMC, PEC y XYL al 1% (p/v) con agitacin (150rpm). Cada aislamiento cont con tres frascos por cada uno de los 5 intervalos de tiempo (0, 72, 96, 120, 168 h) para hongos y actinomycetes y 10 intervalos para bacterias no filamentosas (cada 12 horas). Alcuotas de 100ul de los sobrenadantes se congelaron

  a –20°C, para luego cuantificar el contenido de protenas y las actividades celulolticas, xilanolticas y pectinolticas (3,4).


  Las actividades accesorias acetil-esterasa, arabinofuranosidasa, xilosidasa y galactosidasa fueron determinadas por la liberacin del p-nitrofenol, de los respectivos sustratos p-nitrofenil derivados (405nm), disueltos en buffer acetato de sodio 50mM, pH 5,5, utilizando una curva de p-nitrofenol en el rango de 0-5 ìmoles, con la que se convirti la absorbancia a actividad en nanokatales/ml.


  4. Isoelectroenfoque y zimogramas: se prepararon geles de IEF para analizar el perfil isoenzimtico, punto isoelctrico de los polipptidos, en los sobrenadantes con actividades enzimticas empleando marcadores de pI (Ampholine pH de 3 a 10, Pharmacia-Biotech) y tinciones especficas. Medios de cultivo concentrados, resuspendidos en 5 a 10ml de agua desionizada se corrieron en geles de poliacrilamida de 125x105x0.4mm en un aparato de electroforesis horizontal (LKB Bromma 2117 Multiphor, Pharmacia), el cual fue conectado a un sistema refrigerante a 6ºC (MultiTem III, Pharmacia).


  Las condiciones de corrido fueron: (i) precorrido a 1000V, 12mA ,12W por 30min; (ii) aplicacin de muestras (1 a 10ml); (iii) corrido 1 a 2200V, 12mA, 11W por 45min; (iv) remocin de papeles de siembra; (v) corrido 2 a 2400V, 10mA, 10W por 45min y (vi) focalizacin a 3000V, 10mA, 10W por 30min; usando como electrolitos NaOH 1M y H3PO4 1M. La actividad celuloltica y xilanoltica fue detectada siguiendo el mtodo de Mackenzie & Williams (1984).
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  Figura 2. Frecuencia de gneros bacterianos recuperados del depsito 15 del AGN (Archivo General de la Nacin)
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  Figura 3. Frecuencia de gneros de microorganismos aislados de las unidades de conservacin evaluadas


  Resultados


  En condiciones de temperatura y humedad relativa entre 18.8°C–20°C y 54.1%–56.5% respectivamente, se recuperaron e identificaron 12 cepas bacterianas. El gnero con mayor frecuencia fue Micrococcus sp. (112 UFC/60min), seguido de Rhodococcus sp. (26 UFC /60 min) y Sphingomonas sp. (16 UFC/ 60 min) (Figura 2).


  De las unidades de conservacin se recuperaron 16 aislamientos, el gnero Bacillus present el mayor recuento (680 UFC/ml), con 6 especies, las representativas circulans y licheniformis, con 180 UFC/ml y 160 UFC/ml respectivamente (Figura 3).


  Se recuperaron dos aislamientos de Penicillium sp., gnero que est entre los grupos ms prolficos y ubicuos de hongos y cuyas enzimas han sido muy estudiadas por su actividad ecolgica en la descomposicin de materiales orgnicos como el papel, la madera y textiles, entre otros. De las poblaciones recuperadas de la documentacin, es de gran importancia Actinopolyspora sp., con uno de los mayores recuentos, 140 UFC/ml.


  Tabla 1. Dimetros de los halos de degradacin (cm) de las cepas bacterianas en xilano y CMC al 1%. Se muestra el promedio de tres replicas ± D.S
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  Figura 4. Halos de degradacin de los hongos filamentosos en los sustratos CMC y Xilano al 1%


  Seleccin y deteccin de la actividad hidroltica de los microorganismos: la evaluacin semicuantitativa de las actividades hidrolticas de las cepas bacterianas mostr que el 25% degrado alguno de los polmeros y que ninguna tuvo accin hidroltica frente a pectina (Tabla 1).


  Los hongos filamentosos y el actinomycete mostraron halos de hidrlisis en los tres sustratos evaluados (Figura 4). Los primeros no presentaron diferencias significativas al comparar sus dimetros de hidrlisis en CMC y XIL (5,6). Sin embargo, este grupo mostr halos significativamente mayores que Actinopolyspora sp. (Tabla 2). As mismo, se detect actividad amiloltica en el 67.8% de los microorganismos recuperados y los aislamientos de Bacillus presentaron los mayores halos de degradacin (1.8–2.5cm), seguidos por los aislamientos de Micrococcus sp. Penicillium sp. Y Actinopolyspora sp..


  Tabla 2. Dimetros de los halos de degradacin (cm) de los hongos filamentoso y Actinopolyspora sp. en xilano, CMC y pectina al 1%. Se muestra el promedio de tres replicas ± D.S
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  Respecto de la actividad proteoltica, los gneros representativos fueron Bacillus sp., Micrococcus sp., Penicillium sp. y Actinopolyspora sp. El anlisis de la actividad amiloltica y proteoltica de los microorganismos, indica que los asilamientos de Bacillus, Penicillium y Actinopolyspora (Tabla 2). De acuerdo a la actividad hidroltica, se seleccionaron 4 microorganismos: aislamientos No 1 y No 2 de Penicillium, Bacillus sp. y Actinopolyspora sp., considerando: (i) su capacidad de degradar ms de 3 sustratos y (ii) halos superiores o iguales a 0.4cm.


  Cuantificacin de las actividades enzimticas de los microorganismos: los dos aislamientos de Penicillium y Actinopolyspora sp. mostraron mayor eficiencia en degradar celulosa y xilano (Figuras 5 y 6) y actividades enzimaticas accesorias; arabinofuranosidasa, xilosidasa y acetil-esterasa, para la degradacin completa de los polmeros.


  Tanto el aislamiento No 1 de Penicillium sp. como el de Actinopolyspora sp., mostraron un aumento progresivo de la actividad pectinasa durante el tiempo evaluado, correlacionado con altas actividades arabinofuranosidasa y galactosidasa, accesorias para la degradacin completa de pectatos.
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  Figura 5. Actividad celulasa: Penicillium sp.1, Penicillium sp.2, Actinopolyspora sp. y Bacillus sp.1 en nano moles de azcares reductores liberados por segundo por ml (nKats/ml), durante el perodo evaluado. Las barras muestran la desviacin estndar del promedio de tres replicas.
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  Figura 6. Actividad xilanasa para los microorganismos en nano moles de azcares reductores liberados por segundo por ml (nKats/ml), durante el periodo evaluado. Las barras muestran la desviacin estndar del promedio de tres replicas.


  Lo anterior puede sugerir que estos microorganismos, adems de utilizar la celulosa, pueden degradar otros compuestos como la goma arbiga utilizada como encolante, la cual al hidrolizarse produce arabinosa, galactosa, ramnosa y cido glucurnico, utilizados como fuente de carbono y energa.


  Anlisis de Isoelectroenfoque y determinacin de isoenzimas con actividad celuloltica y xilanoltica: los resultados del zimograma para celulasas (Figura 7 y Tabla 3), muestran que Penicillium (aislamiento No.2), cuenta con un mayor nmero de isoformas (4). En contraste, el aislamiento No.1 mostr solo una banda con pI 4.65. En las bacterias se detectaron 2 isoformas con pI cido.

  El zimograma para xilanasas (Figura 8 y Tabla 4) muestra que el aislamiento No 2 de Penicillium produjo el mayor nmero de bandas (5) distribuidas en todo el rango de pH. En contraste, el aislamiento No.1 mostr 2 isoformas.
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  Figura 7. Zimograma para actividad celuloltica: 1.Patrones, 2 Actinopolyspora sp. 3. Bacillus sp 4. Penicillium sp. 1 5. Penicillium sp


  Tabla 3. Valores de pI de isoenzimas con actividad celuloltica, obtenidas por interpolacin en la ecuacin de la recta que correlaciona las distancias desde el ctodo (mm) y los valores de pI de los marcadores.
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  Discusin


  Los parametros ambientales de temperatura y humedad relativa para el depsito donde se realiz el estudio permanecieron entre 18.8°C – 20°C y 54.1% – 56.5% respectivamente. Los valores anteriores estn dentro del rango sugerido para las condiciones climticas en archivos (7). El gnero Bacillus present el mayor recuento y podra participar en el deterioro del papel, por la accin de sus enzimas celulasas y xilanasas. La mayora de las especies descritas hidrolizan el almidn, el cual es utilizado como encolante en la fabricacin del papel produciendo cidos, los cuales con el tiempo aceleran el deterioro de la fibra celulsica (8).


  Es importante destacar la presencia de los gneros Streptococcus sp. y Staphylococcus sp., por estar asociados principalmente con la piel y mucosas humanas, indicando inadecuada manipulacin de los documentos.


  As mismo, se recuperaron dos aislamientos de Penicillium sp., gnero que est entre los grupos ms prolficos y ubicuos de hongos y cuyas enzimas han sido muy estudiadas por su actividad ecolgica en la descomposicin de materiales orgnicos como el papel, la madera y textiles, entre otros.
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  Figura 8. Zimograma para actividad xilanoltica 1.Patrones, 2 Actinopolyspora sp. 3. Bacillus sp 4. Penicillium sp.1 5.Penicillium sp.2.


  De las poblaciones recuperadas de la documentacin, es de gran importancia Actinopolyspora sp., por su conocida participacin en el biodeterioro del papel dada su habilidad para penetrar los soportes, por la excrecin de enzimas como amilasas, quitinasas, arabinasas, lipasas, proteasas, celulasas y hemicelulasas y por la produccin de pigmentos (9).


  Lo anterior corroborara lo reportado en la literatura, donde los hongos tienen una mayor capacidad hidroltica para degradar sustratos celulsicos. De acuerdo a los resultados obtenidos, los aislamientos de Penicillium sp. evaluados, fueron capaces de producir celulasas y hemicelulasas, en concordancia con lo reportado donde se destaca la importancia de los mismos, como factores biticos importantes en el deterioro del papel (10-11).

  Respecto de la actividad proteoltica, los gneros representativos fueron Bacillus sp., Micrococcus sp., Penicillium sp. y Actinopolyspora sp. El anlisis de la actividad amiloltica y proteoltica de los microorganismos indica que los asilamientos de Bacillus, Penicillium y Actinopolyspora, por su conocido rol ecolgico, pueden degradar el material fibroso y no fibroso del papel (Tabla 2), gracias a sus complejos sistemas enzimticos.


  Tabla 4. Valores de pI de isoenzimas con actividad xilanoltica, obtenidas por interpolacin en la ecuacin de la recta que correlaciona las distancias desde el ctodo (en mm) y los valores de pI de los marcadores.
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  En cuanto a la cuantificacin de las actividades enzimticas de los microorganismos, los dos aislamientos de Penicillium y Actinopolyspora sp. Mostraron mayor eficiencia en degradar celulosa y xilano; indicando que los microorganismos mencionados poseen las enzimas necesarias para la degradacin eficiente de los polmeros que hacen parte del material fibroso del papel.


  Los resultados del zimograma para celulasas mostraron que estas degradan mas eficientemente en condiciones cidas, dando a los microorganismos un nivel de especializacin en la degradacin de complejos celulsicos como es el caso del papel (4,8). De igual forma, estas caractersticas sugeriran mecanismos de proteccin de las enzimas celulolticas para soportar condiciones cidas, pues durante los procesos de degradacin del papel por los consorcios o biopelculas de microorganismos producen cidos orgnicos, los cuales de otra manera produciran denaturacin de las enzimas.


  El zimograma para xilanasas muestra que el aislamiento de Penicillium produjo el mayor nmero de bandas, en contraste, el aislamiento No.1 que mostr 2 isoformas. Lo anterior sugerira una posible especializacin en la degradacin de papel del aislamiento No 1, al presentar solo una isoforma celuloltica y dos xilanolticas, a diferencia del otro aislamiento, que parece conservar caractersticas saprofticas, relacionadas con la expresin de una cantidad de isoformas de diferente pI, concordante con la necesidad para adaptarse y colonizar en diferentes materiales lignocelulsicos (12-13).


  Finalmente, el dao del material documental puede ser el resultado de una sucesin ecolgica de microorganismos que en conjunto, biofilms o consorcios, potencializan el deterioro de la documentacin. La participacin de los microorganismos en los procesos de biodeterioro del papel est dada en funcin de la composicin qumica del material (fibroso y no fibroso), de los sistemas multienzimticos eficientes del microorganismo para utilizar las diferentes fuentes nutricionales y de las condiciones ambientales.


  El conocimiento de la microflora que participa en la degradacin del soporte, facilita tomar medidas higinico- sanitarias y permite explorar posibles potenciales de los microorganismos


  Referencias


  1. Cooper RM, Longman D, Campbell A, Henry M, Lees PE. Enzymatic adaptation of cereal pathogens to the monocotyledonous primary wall. Physiological and Molecular. Plant Pathology 1988; 32: 33-47.


  2. Galiotou P, Kapantai M, Kalantzi O. Growth conditions of Aspergillus sp. ATHUM.3488 for polygalacturonase production. Applied Microbiology and Biotechnology 1997; 47: 425-9.


  3. Somogy M. Notes on sugar determination. Journal of biological chemistry 1951; 160: 61-7.


  4. Lynd L., Weimer PI, Van Zyl W, Pretorius I. Microbial cellulose utilization: fundamentals and biotechnology. Microbiology and Molecular Biology. Reviews 2002; 66 (3): 506-77.


  5. Mackenzie CR, Williams RE. Detection of cellulase and xylanase activity in isoelectric-focused gels using agar substrate gels supported on plastic films. Can. J. Microbiol 1984; 30: 1522-5.


  6. Mikn JF, Castellanos D. Screening para el aislamiento y caracterizacin de microorganismos y enzimas parcialmente tiles para la degradacin de celulosas y hemicelulosas. Revista Colombiana de Biotecnologa. 2004; 6 (1): 58-71.


  7. Simonet JE. Recomendaciones para la edificacin de Archivos. Archivo General de la Nacin. Sistema Nacional de Archivos; 1996. 58p.


  8. Singh A, Hayashi K. Microbial Cellulases: protein architecture, molecular properties, and biosynthesis. Advances in Applied Microbiology 1995; 40: 1-44.


  9. Kluepfel D. Screning of prokaryotes for cellulose and hemicellulose degrading enzymes. Methods in Enzymology

  1988; 160: 180-7.


  10. Stoschek CM. Increased uniformity in the response of the Coomasie Blue G protein assay to different proteins. Analytical Biochemistry 1990; 184:111-16


  11. Sunna A, Antrainikian G. Xilanolitic enzymes from fungi and bacteria. Critical Reviews in Biotechnology 1997; 17 (1): 39- 67.


  12. Vaillant M. Microbiologa aplicada a la restauracin de bienes muebles. Bogot; Universidad Externado de Colombia: 1999. 43p.


  13. Williams ST. Streptomyces in Biodeterioration-their relevance, detection and identification. International Biodeterioration and Biodegradation 1985; 21: 201-9.


  Autoevaluacin de las prcticas acadmicas del Programa de bacteriologa y laboratorio clnico de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca


  Elizabeth Rodrguez Hernndez MSc.1 y Luca Constanza Corrales Ramrez MSc.1


  .1 Docente Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, programa de Bacteriologa y Laboratorio Clnico.


  Recibido:02-08-2004;Aceptado: 10-10-2004

  


  Resumen


  El propsito de esta investigacin fue evaluar el estado actual de las prcticas acadmicas del Programa de Bacteriologa y Laboratorio Clnico de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca (UCMC), segn los criterios establecidos por el Concejo Nacional de Acreditacin (CNA), para programas en el rea de la salud, que se constituyen como uno de los desafos para la formacin de profesionales integrales, a travs de los escenarios de rotacin, definidos como los lugares donde los estudiantes de cualquier disciplina del rea de la salud pueden realizar actividades de aprendizaje y a la vez prestar un servicio. Estos lugares pueden ser hospitales, clnicas, laboratorios farmacuticos, centros de investigacin en animales, empresas aseguradoras en salud e industria que deben cumplir con los requisitos establecidos para pactar convenios docente asistenciales. En el mbito educativo las instituciones deben garantizar la calidad y eficiencia de los profesionales que all se forman; de ah que resulte necesario hablar de evaluacin tanto de programas, currculos, estudiantes e instituciones formadoras como escenarios de prctica.


  Palabras claves: rotacin, convenios, calidad, eficiencia, evaluacin de programas, acreditacin de programas.


  Abstract


  Bacteriology and clinical laboratory program autoevaluation of academic rotation of Colegio Mayor de Cundinamarca University.


  The purpose of this research was to evaluate the actual condition of Academics rotation in Bacteriology and Clinical Laboratory Program in Colegio Mayor de Cundinamarca University (CMCU) according to the criteria established by Accreditation National Council (ANC) to health programs which are constituted as one of the challenges to form integral professionals, through rotation settings defined as settings where all kind of students in health area can develop learning activities and also to offer service. These places can be hospitals, clinics, pharmaceutical laboratories, animal research centres, health insurance companies and industries which must carry out with all requirements established to make agreements with them. In educational scope, institutions must guarantee quality and efficiency of all professionals that work there. In this way is necessary to talk about evaluation not only in academic programs, learning Institutions and students but also in Practice Settings.


  Key words: rotation, agreements, quality, efficiency, program evaluation, guarantee in programs.


  Introduccin


  Es innegable que las instituciones de educacin superior, dada sus condiciones y caractersticas actuales se ven comprometidas a enfrentar una serie de desafos producto de la globalizacin e internacionalizacin del conocimiento, as como por la agudizacin de la crisis de los estados nacionales de Amrica Latina, donde Colombia no es la excepcin (1).


  La universidad no puede ser ajena a estas situaciones y debe en el corto plazo modernizar su misin acadmica y social para potencializar su relacin con la sociedad; redefiniendo el proyecto social universitario lo cual implica pensar en la necesidad de formular una poltica de proyeccin social, que articule la investigacin, la docencia y la extensin a travs de las prcticas acadmicas, como una estrategia para la modernizacin de la educacin superior en Colombia (2).


  Para responder a las necesidades de calidad en la educacin superior, se cre el Sistema Nacional de Acreditacin con el objetivo fundamental de garantizar a la sociedad que las instituciones de educacin superior que hacen parte del sistema, cumplan con los ms altos requisitos de calidad y que por lo tanto logren sus propsitos y objetivos (3). As, la Ley previ la creacin del Consejo Nacional de Acreditacin (CNA), integrado por representantes de las comunidades acadmicas y cientficas, como un ente encargado de organizar y presidir todo el proceso de acreditacin, ya que el ejercicio de la funcin universitaria es ser parte del proceso de transformacin social y de la bsqueda del desarrollo integral de estudiantes, profesores y de la sociedad de la cual hacen parte.


  Los procesos de modernizacin curricular hacen parte del proyecto de la universidad moderna; en este sentido, es una opcin cultural, una necesidad significante en el proceso de construccin de modalidades educativas, alternativas y congruentes con la socializacin en las competencias, aptitudes y valores que demanda una nueva formacin acadmica o profesional.


  As mismo, la necesidad de reconocer diferentes dimensiones de la formacin acadmica y profesional implica conformar nuevas formas de trabajo interdisciplinario, al abordar las relaciones entre la ciencia, la tecnologa, la sociedad y la cultura (3).


  Frente a este panorama, al interior del programa surgi el cuestionamiento, ¿la calidad de las prcticas acadmicas que actualmente desarrolla el programa de Bacteriologa y Laboratorio Clnico de la UCMC, responden a una interrelacin vital entre la docencia, la investigacin y la proyeccin social; para formar profesionales capaces de responder al proceso de transformacin social? Para abordar este interrogante, fue necesario verificar si el proceso enseanza- aprendizaje formula objetivos en funcin de lo que se espera que aprenda el estudiante y si la prctica acadmica, funciona como estrategia pedaggica que articula la teora con la prctica y potencializa la capacidad adaptativa del profesional.


  Por esto, se hace necesario aplicar un modelo que permita la autoevaluacin y la autorregulacin de la condicin de las prcticas acadmicas frente a los estndares bsicos de calidad para los centros de formacin prctica en salud, como mecanismo para cuantificar y comparar la calidad de los procesos que se desarrollan y de los productos que se ofrecen (4).


  Materiales y mtodos:


  Categoras de anlisis: para el abordaje del estudio se tuvieron en cuenta dos categoras de anlisis: (i) procesos acadmicos (plan de estudios) (ii) relacin docencia-servicio. Las categoras de anlisis para este estudio corresponden a las condiciones mnimas de calidad para los centros de formacin en salud, propuestos en el Plan multidisciplinario para la modernizacin de formacin en salud, por el Ministerio de Salud y El Consejo Nacional de Acreditacin (3).


  Prueba piloto: mediante la cual se evidenciaron criterios de claridad, pertinencia, eficiencia y eficacia de los instrumentos, con el fin de aplicarlos en la muestra seleccionada, considerando los requisitos mnimos de calidad propuestos. La informacin obtenida fue triangulada con el anlisis de contenido que se efectu contrastando los documentos referentes a las prcticas acadmicas del programa (convenio docente asistencial, reglamento de prctica, programa analtico de la asignatura de prctica), en concordancia con la legislacin actual (Ley 100 de 1993, Decreto 0190 de 1996) (5-6).


  Diseo metodolgico: la investigacin adopt un diseo metodolgico no experimental, correlacional, de tipo evaluativo (7), con enfoque prctico y un diseo muestral probabilstico de tipo aleatorio estratificado.
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  Figura 1. Resultados del instrumento 1, obtenidos en cada uno de los indicadores de la categora de anlisis Plan de Estudios.


  Poblacin y muestra: la poblacin se dividi en varios estratos as: estudiantes, profesionales de los laboratorios de las instituciones quienes desarrollan actividades de docencia- servicio, docentes de la prctica acadmica de la universidad, egresados del actual plan de estudios del programa de Bacteriologa y Laboratorio Clnico y empleadores de los egresados del programa.


  El tamao de la muestra se determin mediante anlisis de potencia. En el estudio participaron: 79 estudiantes; instrumento de encuesta No 1, 53 profesionales de los escenarios de prctica; instrumento No 2 (43 por encuesta y 10 por entrevista), 6 docentes de prctica del programa; instrumentos No 1 y 2 (todos por entrevista), 65 egresados; instrumento No1, (55 por encuesta y 10 por entrevista), 34 empleadores; instrumento No 2 (28 por encuesta y 6 por entrevista).


  Resultados


  Categora de anlisis: (i) procesos acadmicos - plan de estudios (3). En la figura 1, se presenta un consolidado de los seis indicadores evaluados en los diferentes estratos incluidos en la muestra, de la categora de anlisis: (i) procesos acadmicos - plan de estudios


  Indicadores: (i) competencias: los egresados entrevistados y encuestados en su mayora opinaron que las competencias sobre las que se indagaron se encuentran en alto grado de desarrollo, destacando las de tipo valorativas y psicomotoras, las cuales, permiten al profesional una formacin autnoma, tica, responsable y el desarrollo de habilidades y destrezas para el desempeo en los diferentes campos de accin.


  De igual forma manifestaron; "esta formacin se adquiere durante la carrera, gracias al compromiso de la universidad con la formacin de profesionales integrales y comprometidos con el servicio a la comunidad y al pas". Otro sector de la poblacin, considera; "la formacin profesional se fundamenta en el conocimiento, pasando a un segundo plano el desarrollo de las competencias personales".


  En general, el grupo de encuestados otorgaron al desarrollo de las competencias de tipo universal un nivel alto de calificacin. Sin embargo, ocupan el ltimo lugar entre las dems, ya que consideran que la ejecucin de las actividades complementarias a los conocimientos tericos tradicionales, como son el manejo de la tecnologa y la participacin en actividades culturales no se desarrollan con suficiencia debido al poco tiempo con el que cuentan los estudiantes durante su rotacin y a los espacios limitados que no permiten su participacin en este tipo de actividades.


  De otro lado, se puede observar que tanto las apreciaciones que tienen los estudiantes como la de los egresados coinciden en calificar en alto grado de desarrollo las competencias de tipo valorativo, psicomotor, personal, emocional y mental; lo que permite deducir que existe una correlacin adecuada entre el conocimiento adquirido y su aplicacin en los diferentes niveles de prctica, acorde con el perfil profesional proyectado por la UCMC.


  As mismo, los estudiantes presentan opiniones divididas frente a la calificacin del desarrollo de competencias, evaluado entre aceptable y alto; mientras que los egresados lo apreciaron en grado medio; especialmente en lo que se refiere a las competencias correspondientes a la creatividad, la crtica y a las de tipo universal; afirmando que esta situacin puede deberse a que la universidad no brinda espacios suficientes para el desarrollo de actividades complementarias durante el proceso de la prctica acadmica.


  Los docentes de prctica consideraron que las competencias desarrolladas en ms alto grado son las psicomotoras, conceptuales, comunicativas, creativas y personales. Esta apreciacin fue justificada por ellos conceptuando que el desarrollo las competencias en general se ve retroalimentado permanentemente, en lo que se refiere a las de tipo conceptual mediante la correlacin permanente de los conceptos tericos con el quehacer profesional en el laboratorio; las comunicativas, mediante la interaccin de los estudiantes con profesionales de grupos interdisciplinarios, con los usuarios de los servicios, colegas de trabajo y personal de apoyo en la institucin de prctica; de otra parte la creatividad cobra fuerza a travs de las actividades complementarias a la prctica como son: presentacin de seminarios, club de revistas, apoyo en actividades administrativas, charlas de tipo educativo, elaboracin de manuales de procedimientos entre otros y las de tipo personal mediante un ejercicio responsable y comprometido en sus acciones del diario vivir de la prctica, afianzando la madurez profesional. De la misma forma, manifestaron que las competencias de tipo universal en lo que se refiere a las actividades culturales no han logrado un pleno desarrollo debido a que no existen suficientes espacios en las entidades de prctica ni en la universidad, para la participacin de los estudiantes en actividades de este tipo.


  Indicadores: (ii) contenidos: la poblacin encuestada y entrevistada en general encontr correspondencia entre los contenidos del plan de estudios y los objetivos propuestos en las prcticas acadmicas, lo cual ha permitido fortalecer la formacin del profesional.


  Se encontraron deficiencias en la ubicacin de algunas asignaturas como es el caso de virologa, inmunologa y correlacin clnica, las cuales los egresados consideraron que es necesario cursarlas antes de comenzar las prcticas, para lograr mayor eficiencia en el desarrollo de las mismas.


  De igual forma, algunos entrevistados informaron que en las unidades temticas contempladas en el estudio de la parasitologa, no se asignan los suficientes espacios para la prctica del diagnstico de las patologas tropicales, concernientes a la realidad epidemiolgica del pas.


  Por otro lado, algunos egresados manifestaron haber encontrado dificultad en la ubicacin de algunos procesos de laboratorio de bioqumica, por cuanto los conocimientos especficos contemplados en esta asignatura corresponden ms a los procesos de qumica clnica.


  Aunque los estudiantes encontraron los horarios y la intensidad de la prctica adecuados, los egresados y los docentes manifestaron que estn de acuerdo con ellos pero solo en lo referente al primer nivel de prctica, en los otros dos niveles difieren, pues consideran que el tiempo no es suficiente para responder eficientemente con todos los procesos.


  Indicadores: (iii) formacin integral: frente a este indicador se analizaron dos aspectos: el primero, est relacionado con el desarrollo de valores personales y el afianzamiento del carcter y la tica. Estos dos aspectos fueron considerados por todos los sectores con un excelente grado de desarrollo; este resultado esta en relacin directa con la misin de la universidad y el reglamento de la prctica acadmica; que enfatizan en la formacin de valores.


  El segundo aspecto, est relacionado con la deficiencia en la asignacin de espacios para la participacin de los estudiantes que cursan la prctica acadmica, en actividades de ndole cultural en los escenarios de prctica; observndose dos situaciones concretas: en el primer nivel de prctica se limita el tiempo del estudiante a la realizacin de procesos rutinarios del laboratorio clnico y no se ofrecen espacios suficientes para la participacin en actividades que favorezcan en el la interdisciplinariedad, el anlisis y la correlacin entre otros, como aspectos relevantes de su formacin integral primando la asistencia sobre la docencia.


  Por el contrario, en las prcticas de segundo y tercer nivel esta situacin no es tan crtica, se observ un mayor protagonismo del estudiante en la participacin en diferentes actividades derivadas y anexas a la prctica, debido a que la naturaleza de las mismas en estos niveles conceden mayor tiempo para el anlisis, la interpretacin y correlacin de resultados, debido al volumen moderado de muestras procesadas, as como a la madurez y competencia profesional demostrada por los estudiantes de noveno y dcimo semestre.


  Indicadores: (iv) metodologa: segn el estudio, en los diferentes niveles de prctica los estudiantes tienen acceso a la correlacin terico prctica y a la integracin con la tecnologa de punta, pues se comienza por un nivel bsico y fundamental; luego se ofrece la panormica de los diferentes campos de rotacin especializados y por ltimo existe la posibilidad de profundizar en el rea de su preferencia mediante la prctica electiva.


  Se observ, que la docencia recibida est condicionada por factores intrnsecos al estudiante como son la motivacin, el inters, la madurez y las expectativas que tenga sobre la realizacin de su proyecto de vida. En general se consider, que el hecho de que existan tres niveles de prctica es una gran fortaleza que abre posibilidades y despierta expectativas en el estudiante, es necesario reiterar la acotacin que hicieron los egresados acerca de la importancia de haber cursado todas las asignaturas antes de salir a la prctica acadmica.


  En cuanto a la variable referente al desarrollo de procesos acadmicos y la intensidad horaria asignada, se encontr una interesante apreciacin por parte de los egresados, los cuales manifestaron que la primera rotacin tiene el tiempo adecuado pero es rutinaria, se repiten procesos aprendidos y se pierde el objetivo de la docencia-servicio, pues al estudiante se capacita en las diferentes tcnicas de laboratorio y se espera que durante el resto de la rotacin responda con la realizacin de los mismos y no se dedica el tiempo necesario a las actividades propias del aprendizaje; como la revisin de artculos cientficos, correlacin clnico patolgica y realizacin de

  microproyectos de investigacin.


  Los docentes de prctica, se refirieron al hecho de que en el segundo nivel los estudiantes de noveno semestre deberan tener una sola rotacin durante el periodo acadmico, pues cuando el estudiante est familiarizado con el trabajo y aporta a los procesos debe continuar con la siguiente prctica, situacin que demanda en estos sitios un nuevo esfuerzo en el entrenamiento y el beneficio recibido para la institucin es mnimo; concluyendo, que los estudiantes de segundo y tercer nivel de prctica deberan contar con un mayor tiempo disponible para permanecer en los sitios de prctica, con el fin de integrarse mejor al trabajo y contar con espacios de participacin en actividades de tipo asistencial, acadmico y cultural.


  En lo que se refiere al seguimiento y monitoreo de la prctica acadmica, todos los sectores consultados observaron una acertada planeacin y ejecucin e hicieron algunas sugerencias para su fortalecimiento, tales como: aumentar el tiempo de dilogo con el estudiante en las visitas de supervisin y que este no se limite slo a la entrevista con el profesional o coordinador del laboratorio.


  Respecto a esta situacin los docentes coordinadores de prctica sealaron que requieren de mayor tiempo para realizar con eficiencia esta labor acadmica, dado el nmero de estudiantes y de escenarios de prctica asignados conlleva a que la frecuencia de las visitas se disminuya, dificultando detectar problemas a tiempo y generar acciones de mejoramiento oportuno. As mismo, solicitan que la universidad considere dentro de su presupuesto un rubro para los gastos de desplazamiento que genera la actividad de la prctica acadmica.


  La variable que se refiere al sistema de evaluacin de los objetivos propuestos para la prctica, gener diferentes opiniones en la poblacin involucrada en el estudio. El sector de egresados afirm, que no existe claridad en el sistema de evaluacin por cuanto en muchos sitios de rotacin los profesionales encargados de la docencia servicio se limitan a observar en este proceso el desarrollo de habilidades y destrezas dejando de lado otros componentes importantes del aprendizaje, especialmente en la rotacin de laboratorio clnico.


  As mismo, manifiestan que los docentes de prctica no realizan una evaluacin con un instrumento determinado, especfico para la temtica manejada en cada rotacin y aunque se desarrollan trabajos, informes y evaluaciones apreciativas de tipo oral, en la mayora de los casos esta se enfoca nicamente al cumplimiento de los objetivos propuestos de acuerdo con los criterios establecidos en el formato de evaluacin institucional.


  Con respecto a la situacin de la evaluacin en la prctica de segundo y tercer nivel, se observ que hay un cambio en la metodologa de la evaluacin, porque esta ligada al producto o resultado del trabajo que debe presentar el estudiante, el cual es diverso y en la mayora de los casos centrado en investigacin, produccin de artculos, estandarizacin de tcnicas, elaboracin de manuales de procedimientos y en algunos casos funciones de ndole administrativo entre otras, actividades que adems conducan a fortalecer el trabajo interdisciplinario.


  En general las deficiencias encontradas en el proceso de la evaluacin fueron atribuidas a que los profesionales que cumplan con las funciones de docencia asistencia, en la mayora de los casos no contaban con formacin pedaggica y desconocan el sistema de evaluacin por competencias.


  Indicadores: (v) proyeccin social: este indicador se encuentra permeado por un sesgo en opinin de los egresados y estudiantes, debido a que no existe claridad en la definicin del trmino "proyeccin social", ya que la mayora piensan que el contacto con los pacientes en el nivel de laboratorio clnico se considera como una accin de proyeccin a la comunidad.


  En este mismo sentido se apreci claridad en la comprensin del trmino por parte de los docentes de prctica quienes afirmaron que es necesario servirse de la prctica acadmica como estrategia para fortalecer la proyeccin social y la investigacin, afirmando que es una posibilidad tangible de ayudar a solucionar los problemas que presentan las comunidades del entorno sobre las cuales se tiene influencia.


  Otro aspecto analizado, fue el referente a si la prctica acadmica facilitaba el fortalecimiento y/o desarrollo de la formacin investigativa en proyectos generados de las problemticas en salud del entorno, la mayora de la poblacin de estudio, manifest que su participacin en procesos de formacin investigativa, se limit a proyectos de investigacin derivados de los intereses propios de las instituciones de prctica, sin tener relacin directa con los problemas de salud del entono o en la mayora de casos no se desarrollan proyectos de investigacin.


  Una de las razones generalizadas que dan respuesta a esta problemtica es que el volumen de trabajo asignado a los profesionales encargados de la docencia-servicio y a los estudiantes en rotacin no facilita los espacios suficientes para generar proyectos de investigacin. Una fortaleza que se identific es el desarrollo de las asignaturas de diseo y desarrollo de proyectos que cursan los estudiantes en el programa, estas generan un buen nmero de proyectos de investigacin que pueden ejecutarse en conjunto con las instituciones de prctica.


  Indicadores: (vi) investigacin: aunque la investigacin es uno de los pilares fundamentales que soporta el quehacer de la universidad, en general se observ que en los objetivos de las prcticas acadmicas nicamente se contemplaba la participacin de los estudiantes en trminos de colaborador y observador en los proyectos de investigacin de las instituciones de prctica y no se perciba como objetivo la generacin de proyectos de investigacin.


  En el primer nivel de prctica, no se han generado hasta ahora espacios formales para la realizacin de microproyectos en las diferentes reas del laboratorio clnico, como resultado de un objetivo especfico.


  En la rotacin de segundo nivel, se cuenta con mayores posibilidades de participacin en proyectos de investigacin por que el mismo carcter de la rotacin lo permite, esto sumado a que en este semestre el estudiante debe desarrollar el proyecto de investigacin requerido para optar su titulo profesional.


  En el tercer nivel, se aprecia una mayor participacin de los estudiantes en actividades de ndole investigativo por el hecho de ser una prctica electiva, el estudiante tiene la posibilidad de seleccionar instituciones que se dedican a la investigacin y as fortalecer su perfil profesional como investigador.


  Por otra parte, la universidad ofrece flexibilidad para que los estudiantes que realizan investigacin, roten por las entidades de prctica en las cuales adelantan sus proyectos. Los egresados manifestaron inconformidad respecto a los criterios de seleccin de estudiantes para adelantar prcticas en instituciones de investigacin, pues estas rotaciones son asignadas a estudiantes con buen rendimiento acadmico, con exclusin de otros con inters por la investigacin.

  As mismo, la participacin de los docentes de prctica en proyectos de investigacin generados desde esta actividad es casi nula.
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  Figura 2. Resultados obtenidos del instrumento 2 en cada uno de los indicadores de la categora (ii) procesos relacin docencia-servicio


  Categora de anlisis: (ii) relacin docencia-servicio (3). En la figura 2, se presenta el consolidado de los seis indicadores evaluados en los diferentes estratos de la muestra, de la categora de anlisis: (ii) procesos relacin docencia-servicio


  Indicadores: (i) normatividad: con respecto a si la actividad de docencia servicio se realiza con conocimiento previo del reglamento de prctica y del convenio de docencia asistencia, se observa en general que la actividad de docencia asistencia se realiza bajo las normas que reglamentan el tema, pero existe bastante desconocimiento por parte de los profesionales de las instituciones de prctica acerca de la celebracin de convenios, de los reglamentos de prctica y de las normas mnimas para los estudiantes.


  En contraste, los docentes de las prctica manifiestan estar en pleno conocimiento de los documentos legales que orientan la actividad de la prctica acadmica al igual que los jefes de laboratorio y/o directivos de las instituciones de prctica.


  En lo referente a los procesos de induccin del personal que ingresa a la actividad de docencia servicio, se resalt que para los estudiantes del programa de bacteriologa y laboratorio clnico se programa una induccin semestral para cada nivel de prctica, que incluye una serie de actividades que les permite comprender bien el proceso que inician. De igual manera, en los escenarios de prctica una vez llegan los estudiantes en la mayora de las instituciones se les facilita hacer el reconocimiento de la infraestructura fsica, tambin se les dan a conocer los documentos orientadores de las polticas institucionales como son la misin, visin, objetivos, reglamento interno y manuales de convivencia, entre otros.


  En general, se aprecia que para los profesionales que cumplen con las funciones de docencia servicio, no existe un programa de induccin a la docencia, el ejercicio de la actividad se asigna al azar y se reduce a la capacidad de ser docentes por su formacin profesional, as como, por las polticas y direccionamiento de la institucin de prctica. El sentimiento generalizado es que los profesionales imparten docencia, lo hacen porque les gusta y en muy contados sitios porque esa es su formacin.


  Tambin se observa que no existen documentos que sustentan en lo pedaggico el desarrollo de la actividad de docencia servicio. Los docentes de prctica tambin manifiestan que no existe un programa especfico para ellos de induccin a todas las actividades acadmico administrativas que demanda esta labor.


  Indicadores: (ii) comit docencia servicio: con respecto a si la relacin docencia-servicio es planeada, construida, supervisada y evaluada por un comit de docencia-servicio, los coordinadores manifiestan que unos pocos sitios de prctica cuentan con el establecimiento formal del comit de docencia-servicio y que en las instituciones donde no existe, se han creado los comits de integracin de universidades en los cuales se hace partcipe a la universidad de la decisiones que se toman, con respecto al fortalecimiento de la prctica acadmica y que la universidad slo tiene participacin como miembro activo en el comit de docencia-servicio del hospital Rafael Uribe.


  De igual forma no existe divulgacin efectiva de los temas tratados y decisiones tomadas en los comits de los cuales no hace parte la universidad. Los empleadores y profesionales de prctica dicen no estar bien informados sobre la existencia, los objetivos, el funcionamiento y por consiguiente de las decisiones tomadas en estos comits.


  Con respecto a la existencia de informacin verificable del comit de docencia-servicio sustentada en actas, no existe en la mayora de los casos por desconocimiento acerca de la conformacin de dichos comits; vale la pena aclarar que siempre que se hace alusin a informacin verificable se piensa en las actas de visita, que levantan los coordinadores de prctica en cada una de las supervisiones a los estudiantes, las cuales adems son la principal fuente de informacin para analizar dificultades que se presentan en el transcurso de su desarrollo y son material fundamental de anlisis para proponer estrategias de mejoramiento.


  En cuanto a que si las decisiones tomadas en estos comits son tenidas en cuenta para el diseo de polticas institucionales, la mayora de los sectores involucrados en el estudio manifiestan que no tienen conocimiento al respecto, slo uno de los empleadores entrevistados afirma que el subgerente de los servicios de salud rene peridicamente a todas las escuelas y universidades que tienen estudiantes en rotacin, se levanta el acta, se archiva con un consecutivo, el cual est disponible para cualquier rgano de control, se proponen planes de mejoramiento y los coordinadores de los servicios son los responsables de hacerle el seguimiento a lo estipulado en el convenio.


  La poblacin entrevistada en el sector profesional y empleadores en general reitera que la informacin que se tiene en cuenta para los planes de mejoramiento es obtenida del resultado de las visitas peridicas que realiza la universidad. Los docentes de prctica manifiestan que aunque en la mayora de los sitios con los cuales se tiene convenio existe los comits de docencia-servicio, no se conocen las decisiones tomadas en ellos cuando la universidad no tiene representacin en ellos.


  Indicadores: (iii) plan de aprendizaje: respecto a si la actividad de prctica est orientada por un plan de aprendizaje de docencia-servicio, hay discrepancia entre los resultados obtenidos en la encuesta y en las entrevistas. En la encuesta toda la poblacin de estudio, manifiesta que los planes de aprendizaje se han desarrollado en alto grado; mientras que en las entrevistas los profesionales de las entidades de prctica afirman casi en su totalidad, que la actividad de docencia-servicio no se orienta por un plan de aprendizaje sino que cada profesional de acuerdo al trabajo diario disea las diferentes estrategias y actividades de aprendizaje.


  Los docentes de prctica afirmaron que existen planes de trabajo y que en el momento en todos los sitios de prctica reposa el documento con la firma del jefe del laboratorio y de la decana de la facultad.


  En lo concerniente a la suficiencia de los recursos disponibles para el desarrollo de las prcticas, los tres sectores entrevistados y encuestados coinciden en calificar esta suficiencia como buena. Para los empleadores las instituciones les brindan a los estudiantes en rotacin recursos suficientes como son: equipos, materiales, reactivos, muestras biolgicas, bibliografa y ayudas informticas suficientes para que realicen todos los procesos concernientes a cada nivel de prctica, pero de igual forma manifiestan que la universidad no aporta ningn recurso de los anteriormente mencionados.


  Los profesionales que orientan la docencia-servicio, reiteran lo expuesto por los empleadores y agregan que la institucin en lo posible tambin les aporta los elementos bsicos de bioseguridad personal, aunque en algunos momentos la disponibilidad de recursos no lo permiten.


  Respecto a que si la capacitacin para el aprendizaje prctica corresponde a los objetivos y logros definidos en la actividad de docencia-servicio, la ptica de los tres sectores indagados coincide en afirmar que existe correspondencia entre la capacitacin para el aprendizaje prctico y el logro de los objetivos propuestos, pues el tiempo que se dispone para estas rotaciones es suficiente y se fortalece constantemente la capacitacin disciplinar de los profesionales, sin embargo, los profesionales que orientan la actividad de docencia-servicio declaran que estos logros van muy ligados a los intereses y motivaciones que tienen los estudiantes, de igual forma ven que el desarrollo de esta actividad y el contacto con los estudiantes les genera valor agregado por cuanto les permite mantenerse en constante actualizacin.


  Acerca del monitoreo de la actividad de prctica, este indicador fue bien evaluado por los involucrados en esta actividad; vale la pena diferenciar los dos tipos de monitoreo que se realizan: 1. En las instituciones de prctica donde efecta un monitoreo constante en cada una de las secciones por las cuales rotan, integrando procesos de evaluacin formativa y sumativa all se reconocen debilidades y fortalezas de los estudiantes para retroalimentar el proceso acadmico y 2. El que ejecuta la universidad a travs de la supervisin mediante las visitas peridicas que realizan los docentes de prctica cuyo objetivo es verificar el avance de los procesos de aprendizaje y proponer acciones de mejoramiento.


  Los docentes de prctica manifestaron, que adems de la visitas peridicas que se realizan a las instituciones de rotacin se hace un seguimiento serio y riguroso del desarrollo general de la actividad en reuniones del grupo coordinador con participacin de la decana de la facultad, con una frecuencia de dos veces al mes y con el objetivo de presentar informes parciales de dicha actividad y de proponer estrategias de mejoramiento que eleven la calidad acadmica.


  Algunos profesionales y empleadores manifestaron que las visitas de los coordinadores de prctica han disminuido en frecuencia, sin embargo esto en ningn momento ha afectado el correcto desarrollo de la actividad.


  Indicadores: (iv) desarrollo docente: la actividad de docencia-servicio se vio fortalecida por planes de capacitacin en diferentes modalidades para el perfeccionamiento del quehacer docente. Los entrevistados y encuestados consideraron que el desarrollo es bueno, aunque no existe hasta el momento, ningn plan especfico en este sentido.


  En la entrevista, se observ que cuando se mencionaba la capacitacin se hacia referencia es a la de tipo disciplinar, la cual responde adems a las necesidades de actualizacin del personal en salud.


  As mismo, los profesionales y empleadores mencionan los cursos de actualizacin y perfeccionamiento profesional que les ofrece la universidad como contraprestacin, dentro del convenio para la relacin docencia-servicio. Sin embargo, se encontr que no existe ningn tipo de actividad que se pueda relacionar con capacitacin de tipo pedaggico, tema sobre el cual opinan que es de suma importancia y que sera necesario contemplar un programa de capacitacin en esta modalidad con el fin de obtener mayor eficiencia en las actividades propias de la docencia.


  Se destaca la necesidad de mejorar los programas de actualizacin que ayuden al desarrollo de las prcticas acadmicas, no solo para los docentes de prctica, si no para los profesionales de las instituciones de prctica.


  Acerca de los criterios y perfiles de seleccin para la escogencia del personal profesional que orienta las funciones de docencia-servicio, se observ que los entrevistados y encuestados, manifestaron que no existen criterios definidos para seleccionar a los coordinadores de prctica, ni para los profesionales que orientan la actividad de prctica de los estudiantes.


  Indicadores: (v) convenios: en cuanto a la claridad en los convenios y las reglas de relacin y compromiso que adquieren las dos partes, la opinin de los profesionales fue contundente en afirmar que no existe suficiente socializacin de los convenios para todos los actores de la relacin docente-asistencial, a veces no quedaban claros los compromisos de las instituciones prestadoras de servicio frente al aprendizaje de los estudiantes.


  Al respecto, los empleadores y las coordinadoras de prctica afirmaron que en la realidad, los empleadores son quienes firman el convenio y el coordinador de prctica de la institucin es el encargado de monitorear el proceso, la informacin sobre el contenido de los convenios es conocida por un selecto grupo de la parte directiva y realmente no es socializado con el resto del personal.


  Con relacin a la ejecucin de actividades de bienestar en los escenarios de prctica, los empleadores y los profesionales reconocen que estas actividades estn relacionadas directamente con las condiciones de infraestructura fsica, as como, con las posibilidades de acceso a la consulta bibliogrfica, al uso de Internet, a la dotacin de implementos del programa de bioseguridad; en general informaron que se procura la integracin de estudiantes a las actividades socio culturales que se desarrollan con el personal del laboratorio, pero manifiestan que existe un vaco en el aporte de recursos por parte de la universidad para el bienestar de los estudiantes en la actividad de prctica.


  Para los estudiantes, las instituciones de prctica los tienen en cuenta en la mayora de actividades cientficas, culturales y deportivas, aunque muchas veces no pueden participar por el horario en que se desarrollan; en cuanto a lo que la universidad les ofrece anotan, que no pueden asistir a las jornadas culturales programadas debido a los numerosos compromisos adquiridos en el curso de los periodos acadmicos.


  Con relacin a existencia de requisitos que amparan el ejercicio del proceso de servicio por parte de los estudiantes, se asegur que existe un cumplimiento en la presentacin de documentos, tales como: afiliacin de los estudiantes al sistema de seguridad social, seguro de accidentes, esquema de vacunacin y pliza de responsabilidad civil colectiva (6).


  Conclusiones


  El estudio permiti una autoevaluacin de la estructuracin y funcionamiento del programa de las prcticas acadmicas, del programa de bacteriologa y laboratorio clnico, frente a las condiciones mnimas de calidad propuestas por el Consejo Nacional de Acreditacin (3), destacndose los siguientes aspectos: primera categora de anlisis, relacin de los procesos acadmicos: las prcticas acadmicas ofrecen espacios para el fortalecimiento de las relaciones interpersonales e interdisciplinarias de los estudiantes, como apoyo para el crecimiento personal y profesional; es un puente de acercamiento con la realidad laboral y ocupacional. As mismo, es considerada por los estudiantes como estrategia trascendental para el fortalecimiento de competencias.


  El Programa de Bacteriologa y Laboratorio Clnico de la UCMC ha diseado un completo y eficiente plan acadmico para el desarrollo de las prcticas acadmicas, las cuales se despliegan en tres niveles consecutivos durante los tres ltimos semestres de la carrera, y es as como en la actualidad se encuentran 52 convenios de cooperacin, que vincula semestralmente un promedio de 323 estudiantes, ubicadas en 63 instituciones de rotacin, distribuidas en una amplia zona geogrfica de la ciudad de Bogot y municipios anexos, lo que aporta 152 zonas de prctica en

  39 reas de desarrollo profesional.


  La vinculacin de los docentes para el desarrollo del programa de la prctica acadmica, se presenta en dos modalidades: profesores de la universidad, los cuales cumplen con las funciones de coordinacin, monitoreo y supervisin de la actividad, y los profesionales vinculados a las instituciones prestadoras de salud y otras instituciones, quienes actan en forma integrada, tanto en la prestacin de servicios como en los programas acadmicos que se desarrollan en la prctica; los cuales no son seleccionados formalmente de acuerdo con los criterios de calidad o perfiles definidos para realizar esta labor, y en muchas ocasiones no cuentan con la formacin docente requerida, impartiendo docencia a expensas de su experiencia profesional, vocacin y o perfeccionamiento disciplinar, con estos profesionales no se formaliza vnculo laboral con la universidad.


  Las prcticas acadmicas son orientadas por un plan de aprendizaje, el cual se elabora en consenso entre la universidad y los escenarios de prctica con los que se tiene convenio. En estos planes son ampliamente descritos los contenidos propuestos, los cuales estn acordes con los objetivos educacionales y las competencias profesionales y laborales. De igual manera, el plan es conocido por los directivos y coordinadores de prctica, pero no es lo suficientemente socializado con los profesionales de las entidades de salud encargados de los procesos de docencia-servicio, conduciendo en muchas ocasiones a realizar una docencia improvisada, dejando de lado las actividades complementarias de formacin integral como son: participacin en actividades acadmicas distintas a la docencia, investigacin y proyeccin social (actividades culturales, recreativas, participacin en actividades electivas como la presentacin de seminarios y club de revistas entre otros).


  Respecto a los enfoques del aprendizaje y o metodologas propuestas, se encontr compatibilidad entre las tcnicas y procedimientos de laboratorio desarrollados por los estudiantes con las normas vigentes de calidad en la prestacin de servicios (8) y los conocimientos adquiridos en la universidad. Estas actividades son monitoreadas permanentemente por los profesionales de las entidades de salud y por los docentes coordinadores de prctica de la universidad, situacin que ha permitido una buena retroalimentacin de los procesos. De cada sesin de monitoreo, queda constancia en actas de visita.


  Se observa que hacen falta espacios para la definicin de polticas y estrategias interdisciplinarias en el manejo de problemas actuales en salud, lo que debera generar proyectos de investigacin, como fruto del desarrollo de la prctica, esto puede ser atribuido a la falta de tiempo para la inclusin de estas actividades durante la permanencia de los estudiantes en los escenarios de prctica.


  Otro aspecto en el cual se observan carencias, es en el sistema de evaluacin de las prcticas formativas especialmente en las instituciones de prctica, pues no se cuenta con formacin pedaggica en evaluacin y no se establecen criterios que correspondan a los parmetros incluidos en los objetivos propuestos desde el programa, dejando de lado los procesos investigativos y de proyeccin social.


  La relacin de las prcticas acadmicas con el entorno no esta bien precisada por ninguna de las partes, no se observan polticas claras ni definidas que se apoyen en documentos verificables, donde se per- ciba la bsqueda de mejores posibilidades de impacto en el entorno donde se realizan las prcticas acadmicas, tampoco se comprueban cambios derivados de acciones generadas en la prctica acadmica; en cierto modo se confunde el reconocimiento con el entorno con los procesos de asistencia por parte de los estudiantes y algunos profesionales de los servicios.


  El desarrollo de estrategias de formacin en la prctica acadmica que fortalecen la investigacin, no se ha visto favorecido con la generacin de proyectos de investigacin que resulten como producto de una prctica formativa, orientada por una relacin de docencia- asistencia, para apoyar los planes de mejoramiento de la problemtica en salud .


  Con respecto a la Segunda Categora de Anlisis, relacin docencia-servicio, la universidad ha establecido un conjunto de procesos y procedimientos que propenden por una efectiva ejecucin del objeto de esta relacin (6), dentro de estos procesos se encuentran: la conformacin del comit de docencia-servicio, con cada una de las instituciones prestadoras de salud y el plan de aprendizaje que orienta especficamente las actividades y metodologas a desarrollar en conjunto.


  Sin embargo, pese a que existen fortalezas en la estructuracin legal para el desarrollo de la actividad de docencia-servicio, se encuentran debilidades en los sistemas de comunicacin e informacin del convenio, en las decisiones tomadas en el comit de docencia servicio, en los planes de aprendizaje y reglamentos en general, ya que son bien conocidos por los directivos de las instituciones y por los coordinadores de la prctica, pero no por los profesionales que adelantan la actividad de docencia-asistencia con los estudiantes; por lo tanto pone en peligro la eficiencia y eficacia en el logro de los objetivos.


  El estudio deja ver que existen aspectos que debilitan la relacin docencia-servicio, el ms importante, la falta de definicin de acuerdos institucionales que garanticen los recursos financieros necesarios para ejecutar las actividades derivadas de los programas; de manera que los recursos con los que se cuenta para la realizacin de la actividad, son aportados nicamente por las entidades de prctica.


  Referencias


  1. Ministerio de Salud de Colombia Consultora y Gestin S.A. La Formacin del Personal en Salud en Colombia - Un Reto al Futuro. Bogot: Tecno Press ediciones Ltda.; 2002.


  2. Ministerio de Salud de Colombia. Decreto No. 917. Requisitos bsicos de calidad para instituciones y programas de educacin en el rea de la salud. 2001.


  3. Concejo Nacional de Acreditacin. Criterios y procedimientos para la acreditacin previa de los programas acadmicos de pregrado y de especializacin en educacin. Bogot: 2003.


  4. Unin Temporal ASCOFAME, ASSALUD, AUPHA, CES. Modelo de autoevaluacin y Autorregulacin para Programas de educacin superior del rea de la salud. ARFO Editores e Impresores; Bogot: 2002.


  5. Ministerio de Salud de Colombia. Ley 100. Seguridad social en salud. 1993.


  6. Ministerio de Salud de Colombia. Decreto 190. Convenios docente asistenciales. 1996.


  7. Hernndez Sampieri R. Metodologa de la Investigacin. Mxico: Editorial Mc Graw Hill; 1998. P.15-40.


  8. Ministerio de Salud de Colombia. Decreto No. 2309. Habilitacin de instituciones prestadoras de servicios de salud. 2002.


  Complejo mayor de histocompatibilidad y desarrollo de vacunas


  Sandra Mnica Estupin Torres MSc.1 y Esperanza Trujillo Gama2


  1Docente Programa de Bacteriologa, Facultad de Ciencias de la salud, Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Bogot, Colombia.

  2Fundacin Instituto de Inmunologa de Colombia


  Recibido:23-06-2004; Aceptado:10-09-2004

  


  Resumen


  Sin duda, las vacunas se constituyen en una alternativa viable y efectiva para el control de las enfermedadesinfectocontagiosas, sin embargo, una estrategia exitosa para el diseo de vacunas debe tener en consideracin muchos de los aspectos de la respuesta inmune en una poblacin heterognea y en su forma de reconocer y presentar los antgenos de los patgenos. Por lo tanto, no solamente el entendimiento preciso de los mecanismos inmunes involucrados en la resistencia a infecciones sino la identificacin de las molculas del patgeno que son el blanco de respuesta protectora, sern motivo central de la investigacin en vacunas en el futuro inmediato. El presente artculo de revisin profundiza en el descubrimiento, ubicacin, expresin, estructura, herencia, polimorfismo e importancia del complejo mayor de histocompatibilidad; adems, presenta los avances en elo uso de primates como modelo para el desarrollo de vacunas.


  Palabras claves: vacuna, MHC, histocompatibilidad, primates, herencia, desarrollo.


  Abstract


  Mayor complex histocompatibility and vaccines development. Without doubt, the vaccines are the most viable and effective alternative for the control of the contagious infected diseases, however, a successful strategy for the vaccines design must have in consideration many of the aspects of exempt response in a heterogeneous population and in your form of recognizing and presenting the antigens of the patogens. Therefore, not only the accurate understanding of the exempt mechanisms involved in the resistance to infections but the identification of the molecules of the patogen that they are protective response target, they will be central motive of the investigation in vaccines in the immediate future. The present review article deepens in the discovery, location, expression, structure, inheritance, polymorphism and importance of major complex hispocompatibility, and presents the advances in the use of primates as model for the vaccines development.


  Key words: vaccine, MHC, histocompatibility, primates, inheritance, development.


  Introduccin


  Dentro de las funciones ms importantes de los linfocitos T estn la defensa frente a microorganismos intracelulares y la activacin de otras clulas, como macrfagos y linfocitos B. Una caracterstica esencial para estas funciones es la especificidad limitada de los linfocitos T por los antgenos mostrados por las clulas del husped infectadas, las clulas dendrticas, los macrfagos y los linfocitos B. La tarea de mostrar los antgenos de los microorganismos asociados a clulas para su reconocimiento por las clulas T es realizada por protenas especializadas codificadas por genes situados en un locus denominado Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC). As, las molculas del MHC son parte integral de los ligandos que reconocen la mayora de las clulas T, ya que los receptores de antgenos de la clula T son especficos para los complejos de antgenos peptdicos extraos y molculas del MHC propias.


  Bien es sabido que el reconocimiento de antgenos proteicos es primordial para generar una respuesta celular efectora mediada por clulas T-CD4+, la cual contribuye al control de la infeccin. Aparte del estudio del MHC del humano, durante las ltimas dos dcadas, se han adelantado investigaciones en primates no humanos observndose gran homologa entre ciertos genes de los dos grupos. En nuestro medio, primates del nuevo mundo de la especie Aotus sp. han sido ampliamente utilizados para la evaluacin de antgenos candidatos a vacunas. En nuestro pas, se ha utilizado este primate en el proyecto encaminado al diseo de una vacuna contra la malaria causada por el P. falcparum (1).


  1. Descubrimiento: en los aos 20, utilizando tcnicas clsicas para el estudio de rechazo de tumores y tejidos trasplantados, los investigadores notaron que los injertos de piel de un animal o entre animales de la misma cepa, habitualmente no eran rechazados y los injertos entre animales de diferente cepa eran rechazados con frecuencia, as se estableci la existencia de una base gentica para el reconocimiento del injerto como un tejido extrao y a los genes responsables de este fenmeno se les denomin genes de histocompatibilidad.


  En los aos 60s, se mostr que sueros de mujeres multparas eran capaces de reconocer molculas del MHC humano, desde entonces la identificacin de los antgenos se ha realizado por tcnicas de aglutinacin y luego por microcitotoxicidad mediante la activacin del complemento. Desde el punto de vista funcional, gracias a los experimentos de Zinkernagel y Doherty (2, 3) en la dcada de los 70s, se defini la participacin crucial del MHC en la presentacin de antgenos a los linfocitos T, junto con el reconocimiento de lo propio y lo extrao.


  Los fragmentos de longitud variable provenientes de molculas extraas o propias al organismo y que ingresan a la clula presentadora del antgeno, son procesados por la maquinaria celular. Con el advenimiento de las tcnicas de biologa molecular se ha incrementado considerablemente el conocimiento sobre la ubicacin de genes y las regiones reguladoras del MHC, as como la tipificacin por sondas aleloespecficas y por secuenciamiento (4 -7). As, los antgenos del MHC humano inicialmente identificados por tcnicas serolgicas, han sido luego subdivididos al disponer de sus correspondientes secuencias nucleotdicas.


  La constante investigacin en el campo de la tipificacin de los antgenos del MHC humano, ha permitido el desarrollo de un mtodo denominado RSCA (Reference Strand Conformation Analysis), que ofrece una interesante alternativa para la tipificacin de alta resolucin. La tcnica se basa en la hibridizacin del exn 2 de la molcula HLA-DRB1 con una sonda especfica del exn 2 marcada con fluorescencia, la hibridizacin es hecha a una temperatura que permite el anillaje aun cuando ocurran malos apareamientos (mismatches). Estos malos apareamientos entre la sonda y el ADN de la muestra forman bucles en el heteroduplex formado. El nmero y localizacin de los bucles dar al heteroduplex una movilidad nica sobre un gel de poliacrilamida, la asignacin de los alelos se hace teniendo en cuenta la movilidad electrofortica de los heteroduplex (8).


  2. Ubicacin: el MHC humano se ubica en el brazo corto del cromosoma 6, el complejo abarca cerca de 4 megabases y est dividido en las familias de clase I, II y III, con un nmero mayor a los 200 genes.
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  Figura 1. Mapa del MHC humano.


  Las molculas ms estudiadas del HLA (Human Leucocyte Antigen) comprenden los antgenos de clase I y II, las cuales tienen rasgos estructurales y funcionales similares, mientras que las molculas de clase III, cuya funcin y pertenencia al MHC es an discutida, son molculas ms heterogneas.

  Las familias de genes clase I, se ubican en loci 11, que contiene 11 familias de genes activos (HLA-DRBA, B, C, E, F y G, MICA, MICB, MICC, MICD y MICE), 4 regiones de pseudogenes (HLA-DRB-H, J, K y L) y otros fragmentos aun no clasificados; los genes de clase II, comprenden el loci 5, DN(O), DM, DP, DQ y DR (9) (Figura 1).


  3. Expresin: las molculas MHC de clase I, se expresan de manera constitutiva en prcticamente todas las clulas nucleadas, este patrn de expresin esta ligado a las funciones de las clulas T con restriccin por molculas de clase I del MHC. Debido

  a que los virus pueden infectar cualquier clula nucleada, todas las clulas de este tipo deben presentar los ligandos que reconocen a las clulas T CD8. As, proporcionan un sistema de presentacin de los antgenos virales.


  Las molculas MHC clase II, presentan pptidos antignicos generados en la va endoctica (endosomas y fagosomas) de las APC profesionales (macrfagos, linfocitos B y clulas dendrticas). Los pptidos presentados por estas molculas, se fijan al bolsillo de unin con base en interacciones especficas con las cadenas laterales de los aminocidos que forman el bolsillo de unin del pptido, estos confieren cierta especificidad a cada alelo para fijar determinados pptidos y no otros.


  Las molculas HLA-DR, isotipos de clase II ms predominante y polimrfico en el humano (alrededor de 300 haplotipos distintos), juegan un rol fundamental en la seleccin de linfocitos T CD4+ en el timo y en la periferia en la activacin del sistema inmune.
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  Figura 2. Herencia de las molculas clase I y clase II del MHC. Para clase I, un individuo heterocigoto expresa seis alelos polimrficos diferentes (tres de cada progenitor) y seis molculas de clase I por clula. Para la clase II, aunque el individuo tambin hereda solo seis alelos polimrficos diferentes, cada clula puede expresar ms de seis heterodmeros alfa-beta. Se producen heterodmeros adicionales mediante la asociacin de la cadena alfa de un alelo y la beta de otro.


  La expresin de las molculas del MHC aumenta por citoquinas producidas durante las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas. En casi todos los tipos de clulas, los interferones alfa, beta y gamma aumentan el grado de expresin de las molculas de clase I; el factor de necrosis tumoral y la linfotoxina tambin pueden tener este efecto.


  La expresin de las molculas de clase II, tambin esta regulada por citoquinas diferentes en clulas distintas. El interfern gamma es la principal citoquina implicada en la estimulacin de la expresin de las molculas de clase II, especialmente en monocitos y macrfagos.


  4. Herencia: los genes del MHC se expresan de manera codominante en cada individuo, es decir, cada individuo expresa los alelos del MHC en los dos cromosomas heredados de los padres. Para el individuo, esto aumenta al mximo el nmero de molculas del MHC disponibles para ligar pptidos y presentarlos a las clulas T (10).


  En estudios previos de cartografiado gentico, se ha encontrado que puede haber ms de dos genes funcionales de cadena beta para algunos loci clase II, pero habitualmente solo uno para cadena alfa. El uso de ms de un gen de cadena beta permite que algunos genes de clase II especialmente DR sean expresados en ms de dos formas allicas por una sola clula, esto contribuye a marcar una gran diferencia entre los genes de clase I y clase II; para clase I un individuo heterocigoto expresa seis alelos polimrficos diferentes (tres de cada progenitor) y seis molculas de clase I por clula. Para la clase II, aunque el individuo tambin hereda solo seis alelos polimrficos diferentes, cada clula puede expresar ms de seis heterodmeros alfa-beta. Se producen heterodmeros adicionales mediante la asociacin de la cadena alfa de un alelo y la beta de otro (Figura 2) (10).


  El conjunto de alelos del MHC presentes en cada cromosoma se denomina haplotipo del MHC. En los seres humanos, cada alelo da HLA recibe una designacin numrica. Por ejemplo, un haplotipo de HLA de un individuo puede ser HLA-A3, HLA-B5, HLA-DR52, entre otros. Todos los individuos heterocigotos tienen, por supuesto, dos haplotipos de HLA. Tambin en seres humanos, algunos alelos de HLA que se encuentran en distintos loci se heredan juntos con mayor frecuencia de la que cabra esperar por azar, fenmeno denominado desequilibrio de ligamiento.


  5. Polimorfismo: las molculas clase I y clase II del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, presentan un alto polimorfismo con varios cientos de variantes alelicas de algunos de los genes en la poblacin. El polimorfismo es encontrado predominantemente en los dominios alfa 1 y 2 y beta 1, de las molculas de clase I y de clase II respectivamente (Figura 3). Estos dominios proteicos forman el sitio de unin a pptido en cada caso, permitiendo a estas molculas unir diversos pptidos.
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  Figura 3. Polimorfismo del MHC. A. Polimorfismo MHC clase I. La mayor variabilidad en aminocidos en las diferentes posiciones a lo largo de la cadena alfa de las molculas del MHC clase I ocurre en las regiones alfa 1 y alfa 2. El mayor polimorfismo se encuentra en los aminocidos que forman la pared y el piso del sitio de unin a pptido. B. Polimorfismo MHC clase II. El mayor polimorfismo para la cadena beta de las molculas clase II se encuentra en los

  aminoacidos de la regin beta 1, que forma la pared y el piso del sitio de unin al antgeno.


  Una de las caractersticas ms sobresalientes de las molculas de clase II, es su amplio polimorfismo; las diferencias ms destacadas del polimorfismo del HLA-DRB con el polimorfismo de otros loci nucleares, estn el gran nmero de alelos por locus, la gran variabilidad entre alelos y la mayor diversidad en los loci que codifican para las cadenas beta o pesadas en comparacin a los que codifican las cadenas alfa o livianas.


  Dicho polimorfismo es inusual, ya que se ha mantenido por una seleccin balanceada y no por una seleccin neutra, la cual es mucho ms comn en otras familias multignicas dentro de poblaciones naturales. Mediante esta seleccin balanceada se explica la frecuencia intermedia de una gran cantidad
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  Figura 4. Estructura de la molcula de MHC clase I. La molcula de MHC clase I tiene tres dominios globulares alfa 1, alfa 2 y alfa 3. El dominio alfa 3 est estrechamente relacionado con la beta 2 microglobulina.


  de alelos, favorecida entre otras razones, por una seleccin sobredominante, en la cual la tasa de sustituciones no sinnimas (con reemplazo de aminocidos) en la PBR, sobrepasa la de sinnimas (sin reemplazo de aminocidos).


  Por otra parte las regiones no codificantes como los segmentos intergnicos, los intrones y las regiones 3 no traducidas (3UTR), aparentemente estaran siendo seleccionadas por mutaciones neutras, pero su polimorfismo podra deberse en parte a su cercana con las regiones codificantes (11). Mltiples evidencias apoyan la hiptesis segn la cual la principal fuerza seleccionante en el MHC y que permite su diversidad allica, es la ventaja conferida a las molculas del complejo para unir una gran variedad de pptidos, su presentacin restringida y especfica al sistema inmunolgico, y la probable resistencia a mltiples patgenos.


  6. Estructura: el esclarecimiento de las caractersticas bioqumicas de las molculas del MHC ha sido uno de los logros ms importantes de la inmunolgica moderna. El avance clave en este campo fue la resolucin de las estructuras cristalinas de las porciones extracelulares de las molculas de clase I y clase II (12,13), posteriormente se han cristalizado y analizado en detalle numerosas molculas de MHC unidas a peptidos. Basndonos en este conocimiento actualmente entendemos la base

  del funcionamiento de las molculas del MHC para la presentacin de pptidos.


  En las molculas de clase I, cada familia gnica codifica para dos cadenas peptdicas heterodimricas denominadas cadena pesada (cadena alfa) y liviana (Beta 2 microglobulina, codificada fuera del complejo), la cadena pesada (44 a 47 kD) se orienta de manera que alrededor de las tres cuartas partes del polipptido completo se extienden en el medio extracelular, un pequeo segmento atraviesa la membrana y el extremo carboxi terminal se localiza en el citoplasma (Figura 4).


  Los segmentos alfa 1 y alfa 2 del extremo amino terminal interaccionan y forman el sitio de unin al pptido, su tamao es suficientemente grande para unir peptidos de 8 y 11 residuos de aminocidos en una conformacin flexible y extendida, los extremos de esta hendidura estn cerrados de manera que peptidos de mayor tamao no pueden encajar (14) (Figura 5).


  Las molculas de clase II, estn compuestas por dos cadenas polipeptdicas unidas de forma no covalente una cadena alfa (no polimrfica) y cadena beta (polimrfica). A diferencia de lo que sucede en las molculas de clase I, las dos cadenas de la molcula de clase II estn codificadas por genes polimorficos del MHC. Los extremos alfa 1 y beta 1 del extremo amino terminal de las molculas de clase II interaccionan y forman la hendidura de unin al pptido, estructuralmente similar a la de clase I (Figura 6), en las molculas de clase II, los extremos de la hendidura de unin al pptido estn abiertos, de manera que pueden unirse peptidos de 10 a 20 residuos (Figura 7) (14).
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  Figura 5. Sitio de unin al antgeno de la molcula de clase I. A. Los segmentos alfa 1 y alfa 2 del extremo amino terminal interaccionan y forman el sitio de unin al pptido. B. Sitio de unin a pptido con pptido unido, su tamao es suficientemente grande para unir pptidos de 8 a 11 residuos de aminocidos en una conformacin flexible y extendida, los extremos de esta hendidura estn cerrados de manera que pptidos de mayor tamao no pueden encajar.


  Los estudios cristalogrficos de varias molculas clase I y II, revelan que la asociacin pptido-MHC se presenta por la interaccin dbil entre las cadenas laterales de los pptidos y una regin de las molculas formada por las cadenas alfa y beta del heterodmero la cual se denomina hendidura de unin al pptido.


  Esa regin es polimrfica y presenta unos sitios bolsillos en los cuales encajan perfectamente las cadenas laterales del pptido unido. Ese polimorfismo es el causante de que un mismo pptido se una con diferente afinidad a las diferentes clases de molculas MHC. Los bolsillos se ubican en regiones bien definidas de la hendidura y se han identificado para las molculas de clase II con nmeros como P1, P4, P6 y P9, mientras que estos son denominados con letras para las molculas de clase I (14) (Figura 8).


  As mismo, los residuos de anclaje (aminocidos dentro del pptido que son esenciales para el acoplamiento del pptido a las molculas de MHC) son variables para cada molcula; estos residuos de anclaje determinan si la unin a las molculas del MHC es o no favorable para que el complejo antgeno – MHC sea reconocido por el sistema inmune y genere una respuesta inmune efectiva (Figura 9).


  La capacidad de las molculas MHC clase II para unir pptidos antignicos fue demostrada inicialmente por trabajos como los de Buu, aunque un alelo de MHC puede interactuar con una amplia gama de determinantes antignicos, la unin es selectiva y no todos se unen con igual afinidad (15). Estos estudios tambin revelan que las cinticas de formacin y disociacin del complejo son inusuales con una tendencia a ser lentas requiriendo horas para ser detectadas.


  Investigaciones hechas sobre la formacin del complejo pptido-MHC clase II han identificado un intermediario presente en los minutos iniciales de la reaccin que precede a la formacin del complejo final, ms estable (16).


  7. Importancia: la importancia mdica clnica del MHC se centra fundamentalmente en el campo de los transplantes y en las asociaciones de ciertos HLA con enfermedades. En los transplantes de rganos como rin, hgado, corazn, pulmn, cornea, entre otros, la tipificacin del MHC se usa rutinariamente. De manera sobresaliente se ha documentado que los transplantes de mdula sea, corazn y pulmn, requieren un anlisis pormenorizado del HLA-DRB, as como de los antgenos menores de histocompatibilidad. Estas tipificaciones detalladas intentan
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  Figura 6. Estructura de la molcula MHC clase II. La molcula de MHC clse II est compuesta por dos cadenas polipeptdicas diferentes (alfa y beta) las cuales estn asociadas de manera no covalente
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  Figura 7. Sitio de unin al antgeno de la molcula de clase II. Los extremos alfa 1 y beta 1 del extremo amino terminal de las molculas de clase II interaccionan y forman la hendidura de unin al pptido, estructuralmente similar a la de clase I. En las molculas de clase II, los extremos de la hendidura de unin al pptido estn abiertos, de manera que pueden unirse pptidos de 10 a 20 residuos.
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  Figura 8. Bolsillos de unin de las molculas clase I y clase II del MHC A. Bolsillos de unin de la molcula de clase I. En estas molculas los bolsillos son numerados con letras de la A a la F. B. Bolsillos de unin de las molculas clase II. En estas molculas los bolsillos son numerados: 1, 4, 6, 9.


  reducir los posibles rechazos, mejorando la sobrevida post-transplante (17, 19).

  Algunas enfermedades humanas ocurren con mayor frecuencia en individuos portadores de determinados alelos de los genes del MHC. Entre estas se encuentran las enfermedades autoinmunes, la susceptibilidad a agentes infecciosos (20) y algunos otros procesos clnicos (21,22). Sin embargo, en ninguna de estas condiciones la asociacin estadstica es absoluta, lo cual indica que algunos otros genes, as como factores ambientales, desempean su papel en el mecanismo fisiopatognico de las mismas. Es as como la mayor asociacin HLA-enfermedad conocida, la presenta la espondilitis anquilosante con el HLA B27. El 90 % de los pacientes caucsicos con esta enfermedad expresan el mencionado alelo, frente al l 9 % de la poblacin control (22).
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  Figura 9. Unin de pptidos a las molculas del MHC. A. Comparacin de la unin de pptidos a una molcula clase I, HLA-A2, y a una molcula de clase II, HLA-DR1. B. Localizacin de los bolsillos del MHC y los residuos de anclaje de los pptidos en diferentes complejos pptido- molcula de clase II del MHC


  8. MHC y diseo de vacunas sintticas: la identificacin de epitopes que conducen a la efectiva activacin de Linfocitos T ayudadores y citotxicos, es el fin principal de los nuevos candidatos a vacunas, dada la simplicidad para su sntesis, su bajo costo y su capacidad

  – solas o en combinacin con vacunas de ADN

  – para generar respuesta inmune contra microorganismos complejos.


  Las vacunas basadas en pptidos qumicamente fabricados (vacunas sintticas), sern una importante alternativa para la inmunoprofilaxis de las enfermedades infecciosas en un futuro. Una epitope ayudadora o Th ideal deber ser universal, es decir que sea capaz de interactuar con un gran nmero, sino con todos los halotipos de MHC clase II. Aunque la interaccin de pptidos antignicos con molculas extremadamente polimrficas como las de clase II representa uno de los mayores obstculos para la identificacin de eptopes universales y diseo de vacunas sintticas, muchos trabajos recientes por ejemplo: (i) estudios de cristalografa de rayos X han definido las caractersticas del bolsillo de unin, mostrando preferencias entre alelos para su interaccin con cadenas laterales de los aminocidos en los pptidos; (ii) la generacin de datos experimentales, de ensayos de unin in vitro entre pptidos y molculas MHC purificadas (23); (iii) la caracterizacin a travs del mapeo de protenas y pptidos de respuestas de clulas efectoras especificas contra pptidos; (iv) la identificacin de residuos crticos para la interaccin del pptido con el receptor de las clulas T para el antgeno (TCR) y (v) el reciente aporte de la informtica al campo, que ha hecho posible la identificacin de motivos universales y matrices virtuales HLA clase II, lo anterior ha permitido mejor comprensin de las interacciones entre pptidos y estas molculas, y quizs conlleve en un futuro, a esclarecer adecuadamente las caractersticas de posibles epitopes universales.


  9. Primates no humanos como modelo para el desarrollo de vacunas: el estudio del MHC humano, en las ltimas dos dcadas, y las investigaciones en primates no humanos, han permitido observar gran homologa entre ciertos genes de los dos grupos. Las equivalencias allicas se han documentado a lo largo de las especies, lo anterior de acuerdo con la hiptesis de trans-especie, segn la cual, los genes actuales del MHC han evolucionado a partir de alelos ancestrales comunes a varias especies.


  Cada familia gnica dentro de una especie particular se ha especializado, aunque manteniendo en ocasiones rasgos estructurales y funcionales (24), los genes varan tanto intra como interespecie presentndose diferentes grados de polimorfismo allico y del haplotipo entre cada una de ellas. De manera interesante se ha observado que la velocidad de aparicin de nuevos genes, se mantiene relativamente constante en la escala evolutiva. Por esta razn, se postula que el MHC ha sufrido varios procesos de duplicacin, seguidos por contracciones gnicas en el transcurso de millones de aos. Esta modalidad adaptativa le ha permitido al complejo ajustarse, manteniendo regiones y polimorfismos antiguos con capacidad de responder a microorganismos anteriores o actuales y generando regiones nuevas frente a nuevas especies de microorganismos (25).


  Paralelo a la exploracin de la biologa de primates no humanos y otros mamferos con fines acadmicos o de preservacin de la biodiversidad, ha surgido la necesidad apremiante de emplear diversas especies de monos para estudiar enfermedades humanas. De resaltar ha sido el uso de chimpancs y de monos Rhesus en estudios de proteccin frente al virus de inmunodeficiencia humana (HIV), as como el de monos Aotus en enfermedades como hepatitis B, malaria, esquistosomiasis y ltimamente en enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide y esclerosis mltiple (26,27).


  Diversos estudios, desde el punto de vista biolgico y biomdico, han permitido describir analogas del MHC de primates no humanos con el HLA. De tal manera, se conoce que existen homologas gnicas del MHC (ortologas) entre los monos del viejo mundo (Catarrhini) y el humano. Sin embargo, las analogas con los primates del nuevo mundo (Platyrrhini) y el humano o de los Platyrrhini con los Catarrhini son menos claras. Las diferencias interespecie en el complejo radican en la funcionalidad de ciertos alelos, la aparicin de variantes nuevas y la inactivacin de genes (pseudogenes) (28,29).


  Aunque se conoce con mayor detalle lo que ha pasado con el MHC de otras especies de monos del nuevo mundo, no hay hasta la fecha estudios poblacionales sobre el MHC de Aotus, y solo dos grupos cientficos han descrito algunos alelos de clase I y II en muy pocos animales (30-34).


  Los monos Aotus son unos de los primates ms antiguos en el nuevo mundo y su distribucin geogrfica es amplia; por ello es deseable descifrar en detalle cual o cuales seran los posibles vnculos evolutivos del Aotus con otras especies y con el humano. De igual forma no hay hasta la fecha reportes que describan cuales son las reglas de procesamiento antignico o de presentacin inmunolgica empleadas por el sistema inmune de este animal, especialmente si se tiene en cuenta que el Aotus es una especie ampliamente empleada como modelo de enfermedades humanas.


  El origen del MHC se remonta a millones de aos antes de la aparicin del Homo sapiens. Por ello, su estudio y comprensin, permiten realizar inferencias evolutivas sobre el origen de grupos de animales, dadas sus caractersticas de polimorfismo trans-especie, cuyos elementos funcionales han sido adaptados por muy diversas especies.


  En nuestro medio, primates del Nuevo mundo de la especie Aotus spp han sido ampliamente utilizados par la evaluacin de antgenos candidatos a vacunas (1). En nuestro pas, se ha utilizado este primate en el proyecto encaminado al diseo de una vacuna contra la malaria causada por el P. falcparum (1). Los promisorios resultados obtenidos en estos trabajos, hacen necesario esclarecer los mecanismos de respuesta inmune frente a las vacunas, y aquellos que median la proteccin.


  Para ello, durante los ltimos aos y mediante estrategias de biologa molecular, se ha logrado establecer la secuencia del receptor de las clulas T a-b y g-d (35), de las Interleuquinas 2, 4, 6,10 (36), la secuencia de la cadena liviana kappa genes C, V y J (37-42) y de algunos genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (homlogos de las molculas clase I y del HLA-DQ, DP y DR del humano) (30-33), las investigaciones muestran una estrecha relacin estructural con su contraparte en humano.


  Desde los puntos de vista estructural y funcional, la caracterizacin de pptidos exgenos con capacidad de unin a varios alelos (promiscuidad de unin) que se hallan presentes en distintas poblaciones (43- 47) y su posible asociacin con la resistencia o susceptibilidad a enfermedades infecciosas, son una herramienta muy poderosa para disear vacunas sintticas en las que se combinan fragmentos de longitud variable (48-51). Mediante esta estrategia se busca asegurar una proteccin duradera y efectiva frente a microorganismos patgenos en cualquier poblacin.
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  Resumen


  El biofilm es una poblacin de clulas que crecen unidas a una superficie envueltas en una matriz de exopolisacaridos que las protege del ataque de los antibiticos. Ms del 60% de todas las infecciones microbianas son causadas por biofilms, el aumento de la resistencia de estas comunidades a los antimicrobianos involucra varios mecanismos entre los que se incluyen: inactivacin de los antibiticos por polmeros extracelulares o modificacin enzimtica, disminucin de la tasa de crecimiento por limitacin de nutrientes, cambios fenotpicos en las clulas bacterianas como resultado de la adquisicin de genes de resistencia dentro del biofilm y la persistencia de un pequeo grupo de clulas en la comunidad bacteriana.


  En el futuro inmediato el pronstico para el tratamiento y erradicacin de los biofilms no es muy alentador. El desarrollo de nuevos medicamentos es necesario y urgente para contrarrestar las infecciones en las cuales el biofilm esta involucrado. La infeccin por biofilm se demuestra por sntomas que clnicamente recurren durante el tratamiento con antibiticos. El Instituto Nacional de Salud de E.U. public recientemente que ms del 60% de todas las infecciones microbianas son causadas por biofilms, de igual manera se les atribuye el 60% de las infecciones nosocomiales, incrementando la estancia hospitalaria, los costos de atencin y la mortalidad debido a su gran resistencia a los antimicrobianos mil veces mayor que la de las clulas que viven en forma planctnica. La presente revisin tiene por objeto ilustrar sobre la formacin del biofilm y el papel de este en el proceso infeccioso.


  Palabras Claves: biofilm, infeccin, resistencia, persistencia, antibioticos, crecimiento.


  Abstract


  Infectious process and resistance biofilm role. Biofilm is a cell population which grows up together in a wrapped surface in a exopolysaccharide matrix which protects them of antibiotic attacks. More than 60% of all microbial infection is caused by Biofilm, to raise the resistance of these antimicrobial communities there are several mechanisms among others; antibiotic inactivity by extracellular polymerous or enzymatic alteration, grow rate diminished due to nutrient limitation, phenotypic changes in bacterial cells as a result of acquisition of resistance gene into biofilm and the persistence of a small cell group in bacterial community.


  The prognostic to treat and quit out biofilms is not encouraging in the immediate future. Is necessary and urgent to develop new medicines to counteract infectious on which biofilm is involved. Biofilm infection is evident with symptoms that clinically revert to antibiotic treatment. American Health Institute issued: more than 60% of all microbian infectious are caused by biofilms, also a 60% is attributed to them in nosocomial infections, increasing in this way hospitable stay, attention fees and mortality; due to its large resistance to antimicrobial a thousand times more than cells which live in planktonic way. The objective of the current revision is to illustrate about biofilm formation and its role in the infectious process.


  Key Words: biofilm, infection, resistance, persistence, antibiotics, infectious process.


  Introduccin


  La percepcin de la bacteria como una forma de vida unicelular, la cual podemos cultivar en un medio lquido y analizarle su comportamiento, es el mtodo ms usado para el estudio de muchas actividades bacterianas como la patognesis y la fisiologa microbiana entre otras, pero la realidad es que el crecimiento planctnico puro es poco comn, las bacterias frecuentemente se desarrollan en complejas comunidades y son las responsables del mantenimiento biogeoqumico de la biosfera (1).


  Hasta hace poco la escasez de mtodos para estudiar estas comunidades in situ impeda anlisis detallados, afortunadamente los recientes avances en microscopa y tcnicas de biologa molecular han posibilitado el estudio en detalle de un rea poco abordada de la biologa microbiana. Observaciones directas de una amplia variedad de habitantes naturales ha permitido establecer que la mayora de los microorganismos persisten unidos a las superficies dentro de un estructurado ecosistema denominado biofilm y no como organismos flotando libremente (2).


  En la Figura 1 se ilustra el proceso de formacin del biofilm: unin a la superficie, adherencia con otras clulas, formacin de microcolonias y maduracin dentro de una capa de exopolisacarido.


  El biofilm se forma cuando la bacteria detecta ciertos parmetros ambientales; disminucin o aumento de la disponibilidad de nutrientes y de hierro, cambios en la osmoralidad, el pH, la tensin de oxgeno y la temperatura, que disparan la transicin de la forma planctnica a un crecimiento sobre una superficie. El ambiente que desencadena esta transicin vara de un organismo a otro (3-7).


  [image: ]


  Figura 1. Formacin y estructura de un biofilm. Disponible en: URL: www.alientoassist.com/ libro/book_2.htm


  Las bacterias pueden colonizar una amplia variedad de superficies en ambientes biticos o abiticos habitados por formas superiores de vida y espacios adversos (2,8,9); su habilidad para persistir en la biosfera obedece en parte a su versatilidad metablica y su plasticidad genotpica.


  Un elemento para su adaptacin es su capacidad para posicionarse en lugares en donde pueda propagarse. De los numerosos mecanismos de posicionamiento que han sido descritos en las bacterias, el ms comnmente observado es el movimiento flagelar y los diferentes mtodos de traslocacin superficial incluyendo contraccin, deslizamiento y precipitacin (10).


  Las bases genticas de la formacin del biofilm en las cuales los flagelos y los pili son utilizados para adherirse, han sido ampliamente documentadas para algunas especies bacterianas incluyendo Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, y Vibrio cholerae (4,11,12).


  Los tamizajes genticos revelaron que la interaccin inicial con la superficie es acelerada por la generacin forzada de organelos semejantes al pili tipo IV y los flagelos, los cuales son utilizados por la bacteria para moverse a lo largo de la superficie en dos dimensiones hasta encontrar otras bacterias formando microcolonias, sobre las cuales se desarrolla el crecimiento (4,11,12).


  Existe evidencia que los genes transcritos en la fase planctnica son diferentes a los transcritos en el biofilm de acuerdo a la caracterstica fenotpica requerida, por ejemplo, en Pseudomonas aeruginosa una vez se transcribe el gen alg, el cual es responsable de la produccin del alginato, un exopolisacarido que cimienta la estructura del biofilm, la sntesis del flagelo es reprimida debido a que su presencia podra desestabilizar dicha estructura (13-15). Por otra parte algunos genes pueden expresarse en respuesta especfica a la superficie que la bacteria ha escogido para establecerse y los genes que se expresan para adherirse a las superficies abiticas son diferentes dependiendo si estas son nutritivas o no (4,11,16).


  Otros mecanismos utilizados por las bacterias para fijarse a una superficie en respuesta a un ambiente son: la sntesis de celulosa, la cual ayuda a la unin a superficies de plantas, la modulacin de su densidad en orden de posicin sobre si mismas, formando diferentes niveles de columnas las cuales se sumergen en el agua para producir vesculas de gas, sntesis de carbohidratos o formar agregados (17), los magnetosomas, estructuras intracelulares consideradas de cristal o de mineral magntico rodeado por una membrana que causa el pasivo alineamiento de las clulas (18), la congregacin la cual incrementa la interaccin clula a clula as como la tasa de sedimentacin celular; esta agrupacin no solo favorece la unin a la superficie sino que brinda beneficios adicionales como la versatilidad fenotpica de las clulas hijas (19) y las adhesinas las cuales les permite adherirse no solo a superficies sino interactuar con otras bacterias (20-25).


  La unin a la superficie es acompaada por la formacin de microcolonias y, finalmente, se da la maduracin de estas dentro de una cpsula de exopolisacadido. Esta poblacin de clulas que crecen adheridas a una superficie y son rodeadas por una matriz de exopolisacarido funcionan como un consorcio cooperativo de un modo complejo y coordinado, es decir con un ciclo de vida interdependiente, en el cual, cada una de las clulas acta como parte integral de una poblacin o comunidad se denomina biofilm (2,26).


  Estructura del biofilm: el biofilm estructuralmente esta constituido por tres componentes: la masa de clulas la cual puede estar formada por una sola especie o por mltiples especies microbiolgicas, los espacios intercelulares o canales, los cuales se han comparado con el sistema circulatorio de organismos superiores (2) y la matriz extracelular que lo rodea compuesta por una mezcla de exopolisacridos, protenas, cidos nucleicos y otras sustancias.


  El componente mejor estudiado es el exopolisacarido, muchas bacterias son capaces de producir exopolisacridos (cpsulas) o excreciones celulares que rodean los ambientes. Es posible que el exopolisacarido juegue varios papeles en la estructura y funcin del biofilm  que los exopolisacridos tengan un papel diferente en comunidades microbiolgicas similares bajo condiciones ambientales diferentes (27).


  Entre los beneficios atribuidos a los exopolisacridos como parte integral de la estructura organizacional se destaca el que actan como un mecanismo de concentracin de nutrientes, pero el mecanismo como tal por el cual desarrollan esta actividad es desconocido (28); previenen el acceso de ciertos agentes antimicrobianos o restringen la difusin de los componentes al interior del biofilm (29-31), contienen metales, aniones, cationes y toxinas que pueden ser la clave para la transferencia de estos al ecosistema (32,33) y actan como protectores de una gran variedad de condiciones de stress ambiental como rayos ultravioleta, cambios de pH, shock osmtico y desecacin (34).
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  Figura 2. Microscopia electrnica del biofilm donde se observan la masa de clulas y los espacios que forman canales envueltos dentro de la matriz celular. (Tomada de URL: www.clermont.inra.fr/proteome/images/7jbis.jpg)


  El biofilm puede tener diferentes formas dependiendo de las condiciones ambientales bajo las cuales se form. Las propiedades superficiales e intersuperficiales, los nutrientes disponibles, el tipo de bacterias que conforman la comunidad microbiana y la hidrodinmica hacen parte de las numerosas condiciones que lo pueden afectar (Figura 2) (35).


  Los biofilms que crecen bajo corrientes terminales se observan poco uniformes y estn constituidos por clulas redondas, irregulares, agregados separados por espacios intersticiales; los que crecen bajo corrientes turbulentas se observan disparejos, elongados, en serpentina y oscilan en la mayor parte del fluido y el biofilm estratificado y compacto crece sobre los dientes (36).


  La biologa microbiana afecta estructuralmente al biofilm en razn a que la poblacin de clulas que en l se encuentran, presenta diferentes tasas de crecimiento lo cual se refleja en la heterogenicidad de los micronichos.


  El manejo de la disponibilidad de nutrientes es diferente de acuerdo a la localizacin que tengan las clulas dentro de la comunidad, las que se encuentran ms cerca de la microcolonia, se desempean mejor en el manejo de tensin baja de oxigeno.


  En los biofilms que estn formados por mltiples especies, puede resultar una asociacin entre organismos metablicamente cooperativos y la proximidad interespecies, facilita el cambio de sustratos y la distribucin de productos metablicos (36-38), la sntesis de molculas como la acyl - homoserina lactones (acyl-HSLs) contribuye a la estructura tridimensional de ste (39).


  La cercana entre las clulas facilita la transferencia horizontal de genes, plsmidos o fagos, lo cual es importante para favorecer la diversidad gentica de las comunidades microbianas naturales (40).


  La donacin es el mecanismo ms usado para la transferencia, los virus pueden causar lisis bacteriana de ah que los fagos contribuyen a estructurar y reestructurar las comunidades (41,42).

  Papel del biofilm en la infeccin y la resistencia: la importancia del biofilm radica en su papel en la produccin y degradacin de materia orgnica, la degradacin de contaminantes ambientales y la infeccin, en este ltimo aspecto hace nfasis la presente revisin.


  Una de las proezas de la medicina moderna como resultado de la investigacin cientfica ha sido el progreso en el diagnstico y el tratamiento de la enfermedad infecciosa con antibiticos, lo que ha permitido controlar efectivamente infecciones agudas. Sin embargo, hay dos excepciones: las bacterias que son innatamente resistentes a los medicamentos y las bacterias que residen dentro de biofilms que presentan una resistencia a los antimicrobianos mil veces mayor a las que viven en forma planctnica (43).


  La infeccin causada por biofilm est demostrada por sntomas que clnicamente recurren durante el tratamiento con antibiticos. Despus de la adherencia inicial a los materiales biolgicos la patogenia de la infeccin aparentemente involucra la interaccin especfica con diversos componentes tisulares y sricos del husped, como el tejido conectivo, el colgeno, el lamineno y las protenas sricas, como la fibronectina y la vitronectina permitiendo la colonizacin tisular y el establecimiento de infecciones de heridas, la colonizacin puede permitir que la bacteria invada las superficies mucosas alterando el flujo del calcio en las clulas epiteliales; liberando toxinas, proteasas y otros exoproductos. Esta infeccin es raramente resuelta por el sistema inmune del husped.


  El biofilm bacteriano libera antgenos y estimula la produccin de anticuerpos, inhibe la proliferacin de los linfocitos T y los monocitos perifricos por induccin de prostaglandina E2, e interfiere sobre la blastognesis de las clulas B y la coagulacin. Tambin parece afectar adversamente la opsonizacin y la fagocitosis al inhibir la quimiotaxia, e induce la degradacin e inhibe las actividades metablicas dependientes de oxigeno de los leucocitos PMN, conduciendo a la muerte intracelular (44-48).


  El Instituto Nacional de Salud de E.U. public recientemente que ms del 60% de todas las infecciones microbianas son causadas por biofilms, de igual manera se les atribuye el 60% de las infecciones nosocomiales; incrementando la estancia hospitalaria, los costos de atencin y la mortalidad.


  El biofilm es la causa de infecciones comnmente repetitivas del tracto urinario, causadas por E. coli y otros patgenos, infecciones de odo medio en nios causadas por Haemophilus influenzae, la formacin de placa bacteriana, la gingivitis y la peridontitis causada por biofilms formados por Streptococcus, Fusobacterium y Porphyromona que produce la inflamacin crnica de los tejidos que soportan la enca y pueden eventualmente generar la prdida de los dientes y la infeccin pulmonar en pacientes con fibrosis qustica causada por Pseudomonas aeruginosa, donde una infeccin con respuesta inflamatoria hiperactiva que destruye la funcin pulmonar puede generar la muerte del paciente (44,45,49-51).


  De igual forma, el papel del biofilm en la contaminacin de los implantes mdicos ha sido bien establecido en vlvulas cardiacas, catteres de lnea central, intravenosos y urinarios que pueden conducir a bacteremia o sepsis, e infeccin de lentes de contacto (52- 56).


  Mecanismos de resistencia del biofilm: la infeccin por el biofilm es difcil de erradicar dada su resistencia, definida como la habilidad de un microorganismo para crecer en presencia de un elevada concentracin de antimicrobiano  un pequeo grupo de cepas, en las cuales la concentracin mnima inhibitoria (MIC) se ha incrementado. Pero en el biofilm no es necesario que se cumplan estos criterios convencionales, en l, se entiende como un incremento de la resistencia de las clulas atacadas (57).


  Los mecanismos por los cuales se hacen resistentes an no son completamente claros, pero se han considerado: la inactivacin de antibiticos por polmeros extracelulares  modificaciones enzimticas, la baja disponibilidad de nutrientes lo que contribuye a una baja tasa de crecimiento, los cambios fenotpicos que adquiere la poblacin bacteriana dentro del biofilm y la persistencia bacteriana; solos o en combinacin estos factores son usados para explicar la supervivencia de las bacterias dentro de estas comunidades (29).


  El biofilm en su interior contiene una gran cantidad de agua y solutos del tamao de los antibiticos, por lo cual estos podran difundirse fcilmente dentro de la matriz. Sin embargo, la movilidad fsica de los antibiticos en el biofilm no asegura que el antibitico penetre dentro de este. La penetracin es restringida debido a que la matriz de exopolisacridos limita la difusin de sustancias y la unin del antimicrobiano proporcionando una efectiva resistencia a las clulas en su interior, contra grandes molculas como antimicrobianos, protenas, lisozimas y complemento.


  La obstaculizacin de la difusin es probablemente efectiva contra pequeos pptidos antimicrobianos y sus anlogos. Por otra parte, la carga negativa de los exopolisacridos es muy efectiva en la proteccin celular contra antibiticos cargados positivamente como los aminoglicosdos, por restriccin de la permeabilidad durante toda la unin (31,58).


  En otros casos, como en biofilms formados por Pseudomonas, se ha podido demostrar un sinergismo entre la difusin retardada del antibitico y la degradacin de este en el interior. La matriz de exopolisacridos puede actuar como una barrera retardando la difusin del antimicrobiano lo que disminuye la concentracin del antibitico que ingresa al biofilm, para que en su interior enzimas semejantes a las lactamasas lo destruyan, logrando as una resistencia efectiva (59).


  Dicho sinergismo es anlogo al existente entre el interior de la membrana y la resistencia a frmacos por las bombas de exclusin que transportan antimicrobianos a travs de esta barrera permeable, como los descritos para E. coli AcrAB-TolC localizado tras la membrana, que actuan como una bomba de multiresistencia semejante a la bomba de exclusin del Cloramfenicol CmlA localizada en el citoplasma, la cual capta al cloramfenicol y se lo presenta ala bomba Mex que se encarga de expulsarlo de la clula (59-61).


  Otro factor considerado como responsable de la resistencia del biofilm es la disminucin de la tasa de crecimiento, virtualmente todos los antibiticos son muy efectivos en el ataque rpido de las clulas en crecimiento, condicin que es absolutamente requerida por algunos antibiticos para poder atacar. La Penicilina y la Ampicilina no atacan clulas que no estn en crecimiento y la tasa de ataque es proporcional a la tasa de crecimiento. Algunos de los ms avanzados lactmicos, Cefalosporinas, Aminoglicosidos y Fluoroquinolonas pueden atacar clulas en fase estacionara, pero ellos son indistintamente ms efectivos en el ataque rpido de clulas en divisin.


  En algunos biofilm la poblacin de bacterias es heterognea con respecto a la fase de crecimiento y cubre desde el espectro rpido hasta la fase metablica inactiva. Las zonas de no crecimiento del biofilm estn bien posicionadas y contribuyen a su supervivencia despus del ataque del antibitico (62). Otro mecanismo por el cual la disminucin del crecimiento contribuye a la resistencia del biofilm es el gradiente qumico que se establece dentro. El oxigeno es conocido por modular la accin de los aminoglucosidos y los gradientes de pH pueden impactar negativamente laeficiencia de los antibiticos (63).


  As mismo, las bacterias en respuesta y acoplamiento a fluctuaciones ambientales como cambios de temperatura, oxidacin, baja disponibilidad de oxigeno y daos al DNA expresan genes, los cuales se transfieren entre ellas por donacin mediante la conjugacin logrando un mecanismo de supervivencia especfico que explica su notable resistencia al ataque de un gran nmero de agentes, como el caso de la galactocidasa la cual es expresada en respuesta al Imipenen y la Piperamicina; o las bombas de difusin de multiresistencia a los medicamentos como la expresada por E. coli en respuesta al Cloramfenicol.


  Muchas de dichas respuestas han sido bien caracterizadas molecular y genticamente para cada caso en particular (64). La sensibilidad de la bacteria es usualmente restablecida cuando es separada del biofilm. Esta reversin rpida sugiere un mecanismo adaptativo de resistencia ms que una alteracin gentica


  El ltimo factor considerado recientemente es la persistencia y la tolerancia, las bacterias del biofilm no solo evaden el ataque de los antibiticos, tambin resisten a los desinfectantes qumicos como el hipoclorito y al glutaraldehido (65). Las clulas persistentes pueden constituir una pequea fraccin de la poblacin total, pero estas pocas clulas son altamente protectoras semejantes al estado de espora de los Bacillus.


  Los datos que soportan la persistencia del biofilm incluyen las siguientes hiptesis:


  1. La dimensin bifsica del biofilm, en el cual gran parte de la poblacin es atacada rpidamente pero una pequea fraccin de clulas no es afectada an con un prolongado tratamiento con antibiticos.

  2. Los genes que contribuyen a la persistencia codifican protenas que actan como circuitos reguladores que determinan la entrada y el xito de este estado como la buena y especfica respuesta protectora. Los genes (hip) para alto nivel de persistencia han sido descritos en E.coli (66).

  3. Los antibiticos bacteriostticos que inhiben el crecimiento paradjicamente contribuyen a la persistencia y a la preservacin del biofilm; la persistencia depende de la dosis del antibitico y del tiempo de duracin del ataque.


  Segn estas consideraciones, se podra afirmar, que el uso de un antibitico en su concentracin bactericida mnima en el tratamiento de una infeccin causada por biofilm, resultara en el decrecimiento del 99.9% del nmero de clulas vivas, lo que clnicamente resultara satisfactorio ya que generalmente el sistema inmune colabora con el antibitico limpiando el remanente de la poblacin de clulas persistentes.


  Cuando el sistema inmune no opera, la persistencia se convierte en un grave problema, como en la meningitis recalcitrante por Streptococcus pneumoniae ya que los componentes del sistema inmunolgico no tiene accesibilidad al fluido espinal (67) o en el caso del ambiente gstrico, libre de factores inmunes, donde el Helicobacter pylori causa la lcera pptica, patologas que parecen ceder al tratamiento, con la desaparicin de los sntomas, pero cuando la terapia es retirada, las clulas persistentes restablecen el biofilm y por lo tanto la infeccin (68).


  Estudios in vitro han permitido clarificar que la persistencia bacteria no se genera por mutacin espontnea sino como un factor que se hereda y se afecta por la expresin de ciertos genes como hip, vncS, identificados en E coli y Streptococcus pneumoniae (67,68).


  Eliminacin del biofilm: conociendo las causas de la resistencia del biofilm se han propuesto el desarrollo de medicamentos que eviten la adherencia o inhiban la persistencia, teniendo como blanco a los genes responsables de la expresin de estas caractersticas, pero esto no es fcil, ya que ellos varan en las diferentes especies haciendo que el pronstico de un tratamiento universal de la infeccin por biofilm sea poco alentador en un futuro inmediato (69).


  Sin embargo, mientras estos medicamentos se producen, se deben implementar medidas para prevenir la infeccin causada por el biofilm. La nica terapia especfica conocida se basa en la incorporacin de antibiticos en los materiales del catter, la combinacin de Rifampicina y Minocyclina es especialmente efectiva disminuyendo la posibilidad de colonizacin y es en esencia una medida profilctica, esta tiene limitaciones; bacterias resistentes al antibitico impregnado pueden colonizar el catter y el mtodo debe limitarse solo a catteres que van a ser usados por corto tiempo y no es utilizable para prtesis y vlvulas cardacas (70).


  Dos mtodos fsicos para la erradicacin del biofilm han sido propuestos; el uso de un campo electromagntico y el uso del ultrasonido, ambos unidos al uso de antibiticos parecen ser un promisorio mtodo para el tratamiento del biofilm (71, 72).


  Una solucin simple que se ha planteado para el tratamiento del biofilm es la administracin racional de un ciclo de antibiticos, retirarlos y volver a otro ciclo. La primera aplicacin erradica la masa de clulas del biofilm separndolo de las clulas persistentes. Se retira el antibitico, para dar la oportunidad a las clulas de restablecer el biofilm y se aplica una nueva dosis del antibitico el cual destruir totalmente el biofilm regenerado.


  La explicacin que sustenta este tratamiento se basa en la observacin que la persistencia disminuye de generacin en generacin (64). Esta propuesta se ha aprovechado en infecciones donde aplicaciones tpicas del antibitico pueden ser utilizadas (73-76).

  Otra interesante posibilidad para la eliminacin del biofilm, especialmente los formados en procesos industriales, es promover su autodestruccin generando condiciones que le resulten adversas como la limitacin de nutrientes esenciales y por lo tanto de energa (74-76).


  Conclusiones


  Los microorganismos pueden tener una existencia planctnica independiente, pero tambin pueden tener un ciclo de vida interdependiente en el cual funcionan como una parte integral de un sistema biolgico con un alto nivel de organizacin formando estructuras coordinadas y comunidades funcionales.

  Muchas de estas comunidades juegan un papel importante en la infeccin, entender el comportamiento del biofilm permitir un mejor manejo de las patologas que l causa, as como la implementacin de medidas que conduzcan a su prevencin y a la generacin de medicamentos para su tratamiento.
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  Resumen


  El control de medicamentos, aguas y productos biolgicos se ha realizado en el pas en forma continua desde 1919, como funcin o bajo la supervisin del Ministerio que con diferentes nombres ha estado encargado de los asuntos de Higiene, Salud, Trabajo y Seguridad Social. Esta actividad se ejecutaba en forma dispersa por intermedio de varias instituciones pblicas o privadas lo que llev, en la ltima dcada del siglo pasado a considerar la creacin de una institucin de orden nacional que tuviera estas funciones y las ejerciera con mayor eficacia. As naci el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) creado por la Ley 100 del 23 de diciembre de 1993, el cual comenz a ejercer sus funciones a partir de febrero de 1995. Diez aos despus de su creacin, el gobierno ha manifestado sus intenciones de acabar con l y trasladar sus funciones a la Superintendencia Nacional de Salud. Esta decisin conllevara un enorme retroceso en el sistema de vigilancia y control, en detrimento del aseguramiento de la calidad de los medicamentos y alimentos, como elementos fundamentales en el bienestar y la salud del pueblo colombiano.


  Palabra clave: INVIMA, vigilancia y control, medicamentos, productos biolgicos.


  Abstract


  National Institute of Medicines and Foods Alertness: an announced death


  The control of medications, waters and biological products ace to function of State one eats making in continuous form from 1919 when the Congress of Colombia cre the Bacteriological and Chemical Laboratory, like to dependence of the National Direction of Hygiene calling it Official Laboratory of Hygiene. This function of Surveillance and Control is more efficient when in 1947, the government buys the Laboratory Samper Martnez to his founders who carried out these controls to his biological products that elaborated in that laboratory. A recount is made the Ministry of Health that has had several names then already in 1920 called himself later Ministry working Hygiene and Social Prevention and 80 years of how it is denominated Ministry of the Social Protection. This Ministry has always worried to exercise the surveillance and control to the medications and allowances, activity that has executed in dispersed form to inclination several institutions what took to consider the creation of an institution of national order that had these functions and it exercised them with more effectiveness. It was born this way the National Institute of Surveillance of Medications and Allowances (INVIMA) created by the Law 100 of December 23 1993 and it began to exercise their functions starting from February of 1995. Ten years after their creation the Government has manifested his intentions of passing his functions to the National Superintendence of Health. Lastly it is questioned if the Governments attitude is due to a weakness in the operation of this institution or to that has not completed with the functions that were assigned him. Situation that he/she would go in the detriment of the insurance of the quality of the medications and allowances, as fundamental elements in the well-being and the consumers health.
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  Introduccin


  Este artculo tiene por objeto dar a conocer la situacin que exista a nivel nacional en el sector de la salud sobre la vigilancia y control de los alimentos, bebidas y medicamentos como bienes de consumo esenciales para el desarrollo y conservacin de la vida, antes de la creacin del Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) y alertar sobre los peligros, riesgos y consecuencias para el pas ante su desaparicin.


  Con el nimo de llegar a ste propsito se mencionan las principales instituciones del sector salud que tradicionalmente tuvieron alguna accin en el proceso de control de los productos que hoy da son controlados y vigilados por el INVIMA de acuerdo con sus funciones.


  Resea. Histricamente la funcin de vigilancia y control de los alimentos y bebidas ha sido desempeada por el Ministerio de Salud, actualmente denominado Ministerio de la Proteccin Social, exceptundose al inicio del siglo pasado, cuando la tena el Ministerio de Trabajo, Higiene y Prevencin Social que ejerca las funciones relacionadas con la salud pblica en el pas.


  El control de medicamentos, aguas y productos biolgicos en Colombia se inicia 1919 cuando el Congreso de la Repblica crea el Laboratorio Oficial de Higiene, dependencia de la Direccin Nacional de Higiene, asignada por reparticin al Ministerio de Trabajo, Higiene y Prevencin Social, con funciones de laboratorio bacteriolgico y qumico (1).


  Tres dcadas despus, el Ministerio de Higiene adopta como laboratorio de referencia para ejercer la funcin de vigilancia y control de los alimentos y medicamentos al Instituto Nacional de Higiene Samper Martnez, que desde 1947 tuvo a su cargo funciones como:


  - Produccin de sueros, vacunas y dems productos biolgicos o qumicos, destinados a la lucha contra las enfermedades comunicables o producidas por mordeduras de animales venenosos.


  - El estudio y control de sustancias medicamentosas y alimenticias que se producan en laboratorios o establecimientos particulares.


  - La vigilancia, reglamentacin y examen de productos biolgicos para usos teraputicos o profilcticos, como sueros vacunas, etc., preparados en laboratorios oficiales o particulares.


  - El anlisis de sustancias o productos farmacuticos, que le fueran enviados para otorgamiento de licencia y venta en el territorio de la repblica.

  As como la preparacin de la vacuna antirrbica.


  En 1962 el instituto Samper Martnez fue integrado al Instituto Nacional de Salud, conservando hasta finales de 1995 sus funciones de laboratorio de referencia del Ministerio de Salud en el rea de produccin y de la vigilancia y control de los alimentos y medicamentos.


  As pues, el Instituto Nacional de Salud tena por aquellos aos una doble funcin: de un lado, elaborar los productos biolgicos que el Ministerio de Salud requera para las campaas de prevencin y tratamiento de enfermedades prevenibles; y por el otro, realizar sus respectivos controles para el aseguramiento de la calidad conforme a las Normas vigentes. Adems, se encargaba de realizar los anlisis a los alimentos, bebidas y medicamentos para la obtencin del registro sanitario y el control de calidad en todas las lneas de comercializacin de estos productos.


  En conclusin, gran parte de las acciones de vigilancia y control que el Ministerio de Salud ejerca sobre la calidad de los medicamentos y alimentos, las ejecutaba a travs del INS y se realizaban por medio de pruebas de laboratorio que comprendan anlisis fsicos, qumicos, microbiolgicos, biolgicos y toxicolgicos, de acuerdo con los parmetros establecidos por el Ministerio del ramo.


  Cumplimiento de estndares internacionales: la Organizacin Mundial de la Salud (OMS) reconoce la importancia de las pruebas de laboratorio en el control, cuando manifiesta que ....el laboratorio de anlisis es la piedra angular de todo programa tendiente a garantizar la inocuidad de los alimentos; considerarlo un simple servicio de apoyo constituye un grave aunque muy extendido error (2).


  Tradicionalmente este concepto tenido en cuenta por las autoridades sanitarias colombianas encargadas de la vigilancia y control de los productos de consumo, en especial de los alimentos, bebidas y medicamentos, pues la certeza de que un producto est libre de contaminacin o cumpla las normas de calidad, slo la puede ofrecer -en casi la totalidad de los casos- una prueba analtica producida por el laboratorio. El concepto emitido por el laboratorio de anlisis del INS era un requisito indispensable y determinante para la aceptacin o rechazo de un producto por parte del Ministerio de Salud.


  Sin embargo, el Instituto Nacional de Salud ejerca funciones tanto en el rea de la produccin, como en la de control de los productos, condicin que le haca juez y parte, lo que le ubicaba en una situacin insostenible, abiertamente inconveniente. La Oficina Sanitaria Panamericana, a travs de sus asesores en Colombia, les manifest a los funcionarios del INS los inconvenientes de esta dualidad. Independiente de esta situacin institucional, el sistema de vigilancia y control de los medicamentos y alimentos existente en el pas por 1980, por parte del sector oficial, era disperso y poco efectivo.


  El INVIMA, solucin a problemas evidentes: el Ministerio de Salud dispona de una red de laboratorios de anlisis de alimentos y de medicamentos a nivel nacional, que ejercan en forma aislada las funciones de control de calidad y qu, adems, trabajaban sin coordinacin y con ineficiencia; situacin que se haba puesto en evidencia en 1978, cuando se present en el pas una intoxicacin con alcohol metlico debido al uso de alcohol antisptico como medio para controlar la temperatura de los nios, y ste producto, alcohol antisptico, de libre venta y distribucin a nivel nacional, presentaba una adulteracin con metanol en el 42.5% de las muestras analizadas en la seccin de anlisis del Instituto Nacional de Salud. El empleo de alcohol antisptico adulterado, caus numerosas muertes, en especial en poblacin infantil. Esta situacin fue altamente divulgada a travs de los medios de comunicacin de su poca (3).


  En 1991 el Ministerio de Salud dentro de su plan de accin 1991-1994 recomienda la creacin de un sistema de control de calidad para los medicamentos e insumos de salud, alimentos y dems productos industriales que puedan ocasionar riesgos, de tal manera que se garantice su eficacia y baja toxicidad. El sistema incluir entre otras las siguientes acciones:


  - Inspeccin de fbricas y vigilancia farmacolgica de los productos comercializados

  - Servicios de laboratorio para realizar los anlisis qumicos y fsicos de productos.


  Las Directivas del INS desarrollaron una estrategia para establecer los contactos a nivel nacional con los gremios, asociaciones, universidades e instituciones de salud del rea de los medicamentos y alimentos con el propsito de informarlos y concertar con ellos su aporte en conocimientos para llevar a feliz trmino la creacin de la nueva institucin propuesta. De 1991 a 1994 el Instituto Nacional de Salud procedi estudiar y proyectar la creacin de la nueva institucin, creada por el Congreso de la Repblica conforme el Artculo 45 de la Ley 100 del 23 de diciembre de 1993.


  Se busc apoyo de instituciones de orden mundial. As, la Organizacin Panamericana de la Salud fue informada del proyecto de creacin del nuevo organismo y manifest su aceptacin y apoyo. Igualmente, el Departamento de Salud y Servicios de Salud (HHS), Administracin de Alimentos y Drogas (FDA) de los Estados Unidos de Norte Amrica, que contribuyeron con informacin til para el objetivo propuesto.


  Paralelo a los esfuerzos que el Ministerio de Salud y el Instituto Nacional de Salud hacan para lograr la creacin del INVIMA, se desarrollaron planes de vigilancia y control tendientes al aseguramiento de la calidad de los medicamentos, vacunas, cosmticos, alimentos, bebidas y dems productos que requeran registro sanitario, mediante la ejecucin de programas de anlisis y pruebas de laboratorio. De igual forma, se ejecutaron programas de vigilancia e inspeccin en los procesos de fabricacin, supervisando el cumplimiento de las buenas prcticas de manufactura en laboratorios y fbricas.


  Entre 1993 y 1994 la Divisin de Control de Medicamentos del Instituto Nacional de Salud, en coordinacin con la Subdireccin de Control de Factores de

  Riesgo del Consumo del Ministerio de Salud y las direcciones seccionales de salud, desarroll un plan de control de calidad sobre 500 muestras de medicamentos esenciales (Plan 500), teniendo en cuenta su volumen del riesgo de inestabilidad y contaminacin, los productos de marca y los genricos. Se buscaba verificar el cumplimiento de las especificaciones contempladas en las normas del Ministerio de Salud en relacin con el etiquetado, caractersticas de empaque y el cumplimiento de las especificaciones dadas por las farmacopeas oficiales para cada medicamento y cada una de sus presentaciones.


  Los resultados mostraron que 31 (6,2%) de las 500 muestras analizadas, no cumplan las especificaciones de calidad de las farmacopeas oficiales. Las muestras con mayor porcentaje de rechazo provenian de productos cardiovasculares y antihipertensores, pues de 135 analizadas, 15 no cumplan con las normas (11.1%). En el caso de productos gastrointestinales para enfermedad cido pptica, de 62 muestras, 8 tambin incumplan las normas (12,9%), poniendo en riesgo la salud de los consumidores (4).


  Fueron muchas las instituciones de gran reconocimiento nacional e internacional que participaron con sus conocimientos y experiencias para disear una solucin a esta situacin; de este modo, la creacin del INVIMA, como organismo encargado de la vigilancia y control de los alimentos y bebidas, signific un avance hacia el bienestar y salud de los ciudadanos.


  El papel del INVIMA: la Ley 100 del 23 de diciembre de 1993 en su artculo 245 cre el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos como un establecimiento pblico de orden nacional, adscrito al Ministerio de Salud cuyo objeto es la ejecucin de las polticas en materia de vigilancia sanitaria y de control de calidad de medicamentos, productos biolgicos, alimentos, bebidas, cosmticos, dispositivos y elementos mdico-quirrgicos, odontolgicos, productos naturales homeopticos y los generados por biotecnologa, reactivos de diagnstico, y otros que puedan tener impacto en la salud individual y colectiva.


  El INVIMA comenz labores en febrero de 1995 con 25 funciones entre las que vale la pena resaltar:

  • Controlar y vigilar la calidad y seguridad de los productos de su competencia y en las dems normas pertinentes, durante todas las actividades asociadas con su produccin, importacin, comercializacin y consumo.


  • Efectuar las pruebas de laboratorio que considere de mayor complejidad a los productos atrs indicados y en las dems normas pertinentes.


  • Identificar, proponer y colaborar con las entidades competentes, en la investigacin bsica, aplicada y epidemiolgica de las reas de su competencia.


  El Estado tiene la intencin de acabarlo: la esencia de ser del INVIMA como Institucin del Estado es el bienestar de la comunidad (consumidores y productores) con el aseguramiento de la calidad de los bienes de consumo, por tanto toda accin que lleve a este fin fortalece la institucin. Si el INVIMA est cumpliendo cabalmente con las funciones que se le asignaron no hay razones valederas para que el Estado manifieste sus intenciones de acabarlo y que sus funciones sean asumidas por otras Entidades entre ellas la Superintendencia de Salud y la Superintendencia de Industria y Comercio como lo anunci la presidencia de la repblica.


  Durante el 2004, los sectores industriales se quejaron de la lentitud de los trmites , algunos de ellos innecesarios, que se llevan a cabo en el INVIMA y el Presidente de la Repblica manifest que si el INVIMA no mejoraba, sera liquidado y sus funciones seran asumidas por otras dependencias estatales.


  Otros sectores manifiestan insatisfaccin pues para ellos el control que est ejecutando no es efectivo, siendo ms de papel que de acciones de inspeccin y de pruebas anlisis de laboratorio, y que no se cumplen los trminos de Ley establecidos para los trmites.


  Igualmente, se debe conocer si ha ejecutado planes de control de calidad a travs de pruebas de laboratorio a los diferentes productos bajo su competencia, pues si bien es cierto que la vigilancia y control se pueden hacer por procesos de inspeccin verificando el cumplimiento de las buenas prcticas de manufactura, tambin es innegable la importancia de las pruebas de laboratorio en el proceso de la vigilancia y control.


  Sera de inters conocer qu acciones ha ejecutado el INVIMA durante su perodo de vida de 10 aos, en el desarrollo de otras de sus funciones como son: la Investigacin bsica, investigacin aplicada y epidemiolgica en las reas de su competencia y, si lo ha ejecutado, donde estan publicadas.


  Sin embargo, las deficiencias en la ejecucin de sus funciones no implican acabarlo, por el contrario, es necesario identificar las causas y hacer las respectivas correcciones, antes de tomar decisiones que pueden llegar a causar graves daos en el sistema de vigilancia y control de los productos de consumo y retroceder as a la situacin existente a mediados del siglo pasado.


  El INVIMA debe revisar sus polticas y sus procedimientos pues lo manifestado por la Presidencia se convirti en un campanazo de alerta.


  Finalmente si las autoridades competentes tienen evidencias que demuestran que el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos no est en capacidad de cumplir con las funciones encomendadas es decir que fue incompetente a travs de los 10 aos de funcionamiento, el Estado debe actuar en forma rigurosa, aplicando los correctivos pertinentes.


  El nimo de escribir este artculo no es ms que defender las razones que se tuvieron en cuenta para la creacin una institucin qu, como el INVIMA, debe asegurar la calidad de los bienes de consumo primarios y que no merece tener una muerte anunciada.
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  Introduccin.


  El avance de la integracin mundial no se limita al comercio propiamente dicho, abarca todas las esferas de la actividad humana incluyendo la educacin. Despojada de la categora de derecho adquirido, sta se ha transformado en servicio; desde las guarderas hasta los centros de posgrado, todos los niveles de acceso a la formacin e instruccin, son considerados potenciales mercados. Para comprender el impacto sobre la educacin y la generacin de conocimiento, de las negociaciones comerciales que adelanta Colombia con otros pases, veamos cuales son los captulos que se relacionan con sta.


  Principios de libre comercio: echando abajo derechos adquiridos. Los borradores del ALCAy del TLC incluyen unos principios gua, que sirven de derrotero a seguir por las partes negociadoras. El principio rector general aboga por que el concepto de libre comercio deba aplicarse a todas las esferas de los Estados parte del tratado. Tal concepto exige echar por tierra cualquier norma, proyecto de norma o articulado que obstaculice el libre comercio (1).


  El segundo principio rector de las negociaciones comerciales es el del trato nacional, que supone la igualdad de condiciones para las empresas extranjeras para competir con las nacionales en la oferta de bienes y servicios. A primera vista, este postulado protegera la igualdad en el acceso a los mercados; sin embargo, al considerar la enorme capacidad de lobby y autofinanciamiento con que cuentan las multinacionales, se hace evidente que apunta a favorecer su accionar y, extendiendo el razonamiento al principio general de prevalencia del libre comercio, demuestra que la asimetra entre los pases, hace que la igualdad en el trato sea pactado entre no iguales, favoreciendo al ms fuerte.


  Acceso a mercados: servicios esenciales en la mira. Los pases menos desarrollados de Amrica ofrecen mercados de bienes muy limitados, la baja competitividad en la produccin de maquinaria, manufacturas o tecnologa, hacen que sus mejores mercados son aquellos relacionados con los servicios que brinda el Estado a sus comunidades, tales como salud y saneamiento bsico, educacin bsica, educacin pblica superior, formacin laboral; adems de agua potable, energa elctrica y otros, denominados generalmente servicios pblicos. Los pases de Amrica Latina, para garantizar su desarrollo y fortalecer la capacidad del Estado para garantizar a sus comunidades el acceso a los servicios, han desarrollado normativas que protegen tales reas y permiten que la redistribucin de la riqueza se exprese a travs de mecanismos de subsidio que permiten que los menos favorecidos accedan gradualmente a condiciones de desarrollo (2), blindando constitucionalmente el reconocimiento a los derechos fundamentales, muy en contrava del concepto neoliberal de servicios bsicos y/o esenciales. Tal adversidad ha sido denunciada recurrentemente por organizaciones civiles nacionales e internacionales, dado que:


  Inhibe a los gobiernos de poder tomar medidas que garanticen el acceso a la salud, la poltica de «quien paga recibe» imperara. Especialmente ataca el concepto de derecho, imponiendo el de «servicio». Esta intencin ha sido catalogada como la «mercantilizacin de los derechos fundamentales, principalmente el de la vida».


  De este modo, echa abajo el concepto de los Derechos Econmicos Sociales y Culturales y al Desarrollo (DESC-D), sustituyndolo por «Venta de Servicios», con las implicaciones legales que eso conlleva, pues pondra toda reclamacin en trminos de Derecho Comercial ALCA (3).


  La fuerte penetracin de instituciones privadas en el mercado de venta de servicios educativos en pases que adelantaron tratados bilaterales una dcada atrs, ha ido en detrimento de la oferta pblica de los mismos, llevando rpidamente a restringir el acceso sobre la base de la capacidad de pago (4). Igualmente, ha puesto bajo control extranjero una valiosa infraestructura producto de dcadas de aplicacin de esquemas solidarios de financiamiento, tanto en redes de suministro de energa, agua potable o comunicaciones; como en la oferta de servicios educativos.


  Compras del Estado. Todas las contrataciones y adquisiciones que hace el Estado son materia de negociacin en los acuerdos comerciales bilaterales y multilaterales, esta categora cobija tanto a los servicios pblicos esenciales (educacin y salud, por ejemplo). Las pretensiones …sobre trato nacional, trato de nacin ms favorecida, especificaciones tcnicas y requisitos de proveedura podra poner a cuestionamiento un amplio espectro de reglas importantes sobre adquisiciones relacionadas al desarrollo econmico y social, y la proteccin de derechos humanos, laborales y ambientales, y parece que persisten desacuerdos mayores en cuanto a cmo tratar adquisiciones por instancias sub nacionales y si excluir o incluir temas tradicionales de autoridad pblica, tales como los servicios sociales y la educacin (5).


  El acceso a la educacin pone en juego elementos tales como el financiamiento, la infraestructura, la contratacin de personal administrativo y docente, la implementacin de la logstica general, la compra de ordenadores y el diseo de redes informticas, entre muchos otros. Generalmente, los gobiernos contratan estos servicios bajo el criterio de la promocin del trabajo nacional mediante cuotas de contratacin y trato preferencial a los proveedores internos; sin embargo, las pretensiones de las compaas multinacionales proveedoras de servicios se dirigen hacia el derrumbe de las regulaciones internas para el acceso a estos mercados, poniendo en peligro, desde la estabilidad laboral de docentes y administrativos, hasta la autonoma de los estados para la definicin de polticas educativas basadas en el inters interno de cada pas, supeditndolos a los apetitos de los inversionistas ms fuertes, en este caso las multinacionales.


  Educacin como mercado. La demanda estimula la oferta, las familias que necesitan dejar bajo cuidado a sus bebs mientras asisten a sus trabajos; los nios y nias que cada ao llegan a la edad escolar, quienes llegan a edad universitaria o inician sus posgrados; todos ellos hacen parte de un mercado que exige altas contrataciones estatales (6). stas se hallan en la mira de los inversionistas, quienes ofrecen suplir espacios que los gobiernos no alcanzan a cubrir, mediante convenios, franquicias y subvenciones, que en principio no son adversos, salvo porque los ms fuertes blindan sus inversiones mediante mecanismos de solucin de controversias que evaden las leyes nacionales, dejando de lado el control a que la ciudadana tiene derecho.


  En el caso de las guarderas, la educacin bsica primaria, la educacin media y la formacin tcnica, existe una fuerte presin para entregar la oferta de servicios a empresas privadas mediante esquemas de concesin, contratacin, dacin de bienes para administracin privada, etc.


  Chile, por ejemplo, privatiz gran parte de sus instituciones educacionales a instancias del Banco Mundial, a raz de lo cual en los ltimos veinte aos el estado redujo el gasto en educacin en un 32% aproximadamente. No es de extraar, por tanto, que en este lapso de tiempo el rendimiento escolar en los sectores acomodados haya mejorado y que en los sectores pobres haya descendido. Como seala la organizacin Education International, «subordinar la educacin a las fuerzas del mercado bien podra hacerla menos accesible y agravar la desigualdad social» (7).


  Sin embargo, es en la educacin superior donde se concentran los riesgos, dado que combina una serie de factores que la hacen un mercado apetecible:


  1. Cuenta con infraestructura que abarca laboratorios, bibliotecas, centros de investigacin, museos, pequeas plantas para el desarrollo de productos.

  2. Fuertes contrataciones estatales en materia de inversin para la investigacin, subsidio al acceso, pago de nminas, etc.

  3. Produccin de conocimientos tiles, prcticos, aplicables, generados por centros de investigacin que abarcan reas que van desde la filosofa y la poltica, pasando por lo social, administrativo, derechos fundamentales, hasta el desarrollo de tecnologas aplicables a la produccin agripecuaria o a los procesos industriales de pequea y mediana escala, que corresponden al desarrollo de nuestras economas.

  4. Slida relacin con la empresa privada nacional y con las comunidades, mediante centenares de proyectos en donde docentes – investigadores, alumnos, tcnicos, logistas, etc., junto con los habitantes de municipios, barrios o veredas, analizan, diagnostican y plantean solucin a problemas en la administracin o en la produccin, generando conocimientos tiles y aplicables.

  5. Incidencia en el segmento etreo ms prometedor, la juventud. Los jvenes reunen condiciones atractivas como mercado pues estarn all durante 5 o ms aos. Un porcentaje considerable aspirar a posgrados, maestras, especializaciones y doctorados; servicios mucho ms costosos que el pregrado.


  Adems, los jvenes son ms creativos, cuentan con mayor intencin investigativa, enlazan rpidamente el anlisis con la prctica, desarrollan tecnologas y conocimientos tiles y estn ms abiertos a la apropiacin de nuevas tecnologas.


  As pues, el control financiero sobre los centros educativos deriva en el acceso a muchas puertas hacia los negocios.


  En los pases menos desarrollados que han pactado acuerdos comerciales con otros ms avanzados, el impacto de la accin combinada de los principios rectores del libre comercio, con los captulos que favorecen el ingreso al mercado de universidades trasnacionales, se ha manifestado en presiones para reducir el pregrado, focalizar el conocimiento en aras de una mayor oferta en el mercado de los posgrados, echar abajo la estabilidad laboral de docentes e investigadores en funcin de permitir el ingreso de profesionales extranjeros sin mayores restricciones, reducir la capacidad del Estado de vigilar a la universidad, supeditar el acceso a los servicios universitarios a quienes tengan capacidad de pago, manejar el mercado del crdito educativo, etc.


  En muchas ocasiones, la aplicacin de estas medidas ha convertido a los centros educativos locales en especies de maquilas del conocimiento, al servicio de transnacionales de la educacin, en donde el centro docente local se encarga del enganche de clientes, al tiempo que la trasnacional se queda con los derechos de propiedad intelectual generados, los convenios de financiamiento, las contrataciones estatales de servicios educativos y un mercado amarrado de posgrados. Todo esto sin contar los convenios privados, las operaciones por medio de fundaciones, el acceso a subvenciones internacionales y, ante todo, la definicin de pnsums por fuera de la regulacin estatal local.


  El conocimiento, ¿en manos de quin?. Los acuerdos de comercio, que concretan la actual tendencia de la globalizacin, contienen como plato fuerte las normas de propiedad intelectual, que se relacionan con la educacin superior, dado que cuentan como eje central a las patentes.


  La financiacin y apoyo a los centros de investigacin y a los proyectos de grado implican la cesin de los derechos de propiedad intelectual de lo all investigado, dejando en manos de terceros el desarrollo de productos, la comercializacin de los mismos y la posibilidad de desarrollar productos de segundo orden o derivados de los primeros, como una cadena de mercado (8).


  As, el proceso mediante el cual se financian investigaciones, se detectan nichos de conocimiento susceptibles de ser soporte de planes financieros de largo aliento, el desarrollo de productos derivados de las investigaciones, las innovaciones, las creaciones, los mtodos aplicados, los productos de segundo orden, etc., estn directamente relacionados con los derechos de propiedad intelectual, escenario en donde se sintetiza el poder del conocimiento, pues quien domina no es quien produce conocimiento, sino el dueo de la patente.


  Conclusiones. Este artculo plantea retos importantes para el sector educativo frente a las negociaciones comerciales que adelanta el gobierno colombiano y el potencial impacto de las mismas en materia de soberana para la definicin de polticas educativas, prevalencia de derechos constitucionales, garanta de apropiacin y uso del conocimiento generado en Colombia, proteccin y fortalecimiento de la educacin pblica, vigilancia de la calidad de la misma, fortalecimiento de la financiacin para las investigaciones, etc.


  No se trata de oponerse a la insercin de nuestro pas en los escenarios internacionales, sino de hacerlo partiendo de la proteccin y fortalecimiento de la produccin de conocimiento, tan valorada por la ciudadana y tan desprotegida ante estas tensiones. Estn en juego,desde la estabilidad laboral, pasando por el acceso a la educacin pblica, los contratos relacionados con la prestacin de servicios educativos, las adquisiciones de bienes, servicios y consultoras, la definicin de los pnsums, hasta la soberana en materia de polticas educativas.


  Frente a estos retos cabe preguntarse ¿Hay conciencia y conocimiento sobre las implicaciones, retos y oportunidades que el escenario proximo plantea?, ¿Se han trazado planes de contingencia y competencia frente al eventual ingreso al mercado de verdaderas trasnacionales de los servicios educativos?, ¿Qu dice el Ministerio de Educacin sobre el tema?, ¿Quin protege los derechos de nuestra comunidad cientfica?. Queda un largo camino por recorrer y el tiempo apremia, pero el primer paso debe ser la valoracin y el reconocimeinto de que Colombia no es una cenicienta del saber, todo lo contrario.
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