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  Los Errores Innatos del Metabolismo, fuente inagotable de conocimiento médico por más de un siglo, siguen sin diagnosticarse y tratarse en Colombia.


  Luis Alejandro Barrera, BQ, PhD.

  Dir. Instituto de Errores Innatos del Metabolismo, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Bogotá, D.C.

  E-mail: abarrera@javeriana.edu.co


  Los errores innatos del metabolismo (EIM) son por definición defectos en la actividad de proteínas que ejercen funciones irremplazables en el metabolismo celular. El origen primario de esos defectos es el daño en los genes que codifican para esas proteínas. En el momento se conocen cerca de 600 de esos defectos pero el número de los mismos puede ser mucho más elevado dado que los hallazgos recientes indican que el genoma humano esta compuesto por cerca de 25.000 a 30.000 genes funcionales que codifican para más de cien mil proteínas.


  Los EIM afectan cualquiera de los caminos metabólicos de los lípidos, azúcares, aminoácidos, hormonas, vitaminas entre otros, y su sintomatología varía de acuerdo al camino metabólico involucrado. En algunos casos las manifestaciones clínicas son devastadoras, en otras son moderadas o pueden incluso pasar desapercibidas a lo largo de la vida. La sintomatología puede confundirse inicialmente con otras enfermedades más comunes como la sepsis, las acidosis, la hipoglucemia, las hipotonías de origen no genético. Su aparición puede ser en el período neonatal y en este caso usualmente la enfermedad es devastadora y lleva a la muerte o a daños neurológicos severos e irreversibles; pueden aparecer después de la tercera o cuarta década o aún en épocas más avanzadas de la vida, con sintomatología mucho más moderada y que en ocasiones no guarda mucho parecido con la misma enfermedad cuando se presenta en el recién nacido.


  Los EIM son defectos monogénicos y como todas las enfermedades genéticas se pueden controlar o evitar la aparición de síntomas, pero no existe una curación definitiva. Por ejemplo, las aminoacidopatías, las acidemias orgánicas, los desordenes de ciclo de la urea y los desordenes de los carbohidratos se pueden tratar restringiendo los aminoácidos o los carbohidratos, hasta el punto de que algunos de esos pacientes bien tratados, pueden permanecer asintomáticos y llevar una vida prácticamente normal, pero requieren dieta de por vida pues el defecto primario: el daño en el gen, no desaparece con ese tipo de tratamiento.


  La mayoría de los EIM son heredados en forma autosómica recesiva, ambos padres son portadores de la enfermedad pero por lo general son asintomáticos. La frecuencia de estas enfermedades individualmente son raras pero en conjunto afectan a cerca del 1% de los recién nacidos. Su diagnóstico se puede hacer midiendo la acumulación de metabolitos, el defecto en la actividad o en la estructura de la proteína o el defecto en el DNA mediante técnicas moleculares que se han desarrollado fundamentalmente en las ultimas tres décadas.


  Más de cincuenta EIM, tienen manejo nutricional por ejemplo en la fenilcetonuria, la galactosemia o la fructosuria se limita la ingesta de fenil alanina, galactosa o fructosa respectivamente unas diez se están tratando mediante el suministro de la enzima deficiente administrando plasma sanguíneo o la enzima purificada de fluidos biológicos, en otros casos se ha intentado el transplante de órganos como hígado, riñón pero especialmente de médula ósea. Otra forma de tratamiento es la terapia de reemplazo enzimático (TRE); suministrando al paciente la proteína o la enzima defectuosa en la misma manera en que se trata la diabetes con insulina o la hemofilia con el factor VIII de la coagulación. Estas proteínas pueden provenir de tejidos humanos, o se pueden expresar en bacterias, levaduras o células de mamífero a las cuales se les ha introducido el gen normal de la proteína humana. Todas estas terapias son transitorias, la forma estable de reparar el defecto sería a través de la terapia génica (TG) que tiende a reemplazar el gen defectuoso por uno normal adicionándolo a las células mediante métodos químicos, físicos o usando virus o pistolas biológicas que permiten introducir en la célula el gen normal el cual se inserta en el citoplasma o en el genoma de la célula y que luego se replica, transitoriamente en el primer caso y en forma más permanente en el segundo. La inserción no controlada en el genoma tiene el riesgo de activar o desactivar genes produciendo tumores o interrumpiendo genes indispensables para la célula.


  Desarrollo histórico de los errores innatos del metabolismo.


  La noción de EIM fue planteada a comienzos del siglo pasado por el médico británico Sir. Archibald Garrod, quien estudiando la alcaptonuria, el albinismo y la cistinuria entre 1890 a 1908, propuso varios conceptos que luego vinieron a desarrollarse y comprobarse y que guardadas algunas proporciones muestran que los fundamentos estaban sentados desde entonces y que a medida que se ha venido avanzando en las técnicas bioquímicas moleculares se han podido comprobar y extender en su alcance y aplicaciones.


  Observó Garrod que en la alcaptonuria se almacenaba anormalmente el ácido homogentísico, en la cistinuria, la cistina y en el albinismo metabolitos de la tirosina y por extensión postuló que los llamados EIM son debidos a defectos en la acumulación de metabolitos por bloqueos en los caminos metabólicos debido a la deficiencia de una proteína.


  Este concepto se vino a comprobar in extenso, con el uso de varias técnicas cromatográficas que permitían evidenciar la acumulación de ciertos metabolitos como la fenilalanina en la fenilcetonuria, la galactosa en la galactosemia, el glicógeno en las glicogenosis o los ácidos orgánicos en las acidemias. A medida que han venido avanzando los métodos de detección de moléculas pequeñas por ejemplo con el uso de la espectrometría de masas y la cromatografía de gases, ha sido posible obseervar la acumulación anormal de sustancias en sangre y orina hasta el punto de que no hace muchos años fue posible identificar cerca de 300 metabolitos en la orina y postular que enfermedades para las cuales no se había descubierto su origen como en las enfermedades mentales, sería posible identificar su causa viendo el aumento en la excreción de metabolitos anormales en la orina. Esto ha venido a confirmarse a través de años para más de quinientas EIM.


  El defecto en la proteína paradójicamente sólo se vino a comprobar en el año de 1948 cuando fue posible medir la a actividad deficiente de la enzima homogentísico oxidasa que es la proteína deficiente en la alcaptonuria, defecto que había sido postulado por Garrod en su libro de 1908. Posteriormente se han identificado más de 500 defectos en proteínas asociadas con enfermedades. La comprobación del efecto de las mutaciones la realizó por vez primera Linus Pauling en los años cincuenta cuando usando electroforesis demostró que la diferencia entre la hemoglobina de las células falciformes y la hemoglobina normal sólo radicaba en el cambio de una valina por el ácido glutámico y que este cambio sutil era el responsable de toda la sintomatología asociada con esa enfermedad empezando por el defecto en el transporte del oxígeno, el cambio de morfología del glóbulo rojo que hace que se destruya más fácilmente, los problemas que ocasiona a nivel renal y la anemia característica de la enfermedad.


  Propuso también que en muchas enfermedades las manifestaciones pueden ser tempranas como en la hemofilia en tanto que en otras .los eventos mórbidos pueden hacer su aparición tarde en la vida. La persona afectada puede pasar por la vida sin darse cuenta de su problema mientras esté protegido de las influencias externas que provocan las manifestaciones malsanas.. .Viendo que dos individuos de una misma especie aún los gemelos univitelinos no son exactos en su estructura y apariencia externa difícilmente se podría decir que son exactos en su estructura química. En verdad existe mucha evidencia de su individualidad química como de su especificidad química.


  La afirmación de Garrod de la aparición tardía de algunas de estas enfermedades se ha venido a poner más en evidencia en la última década en las cuales se han descubierto un gran número de EIM de presentación tardía. En el caso de la leucodistrofia metacromática, enfermedad neurodegenerativa de muy rápida evolución y catastrófica cuando se presenta en el recién nacido, en las variantes adultas las manifestaciones son de tipo psicológico o psiquiátrico. En la enfermedad de Pompe de presentación neonatal, que afecta todos los órganos, el paciente muere por problemas cardiacos antes del segundo años de vida pero la forma adulta sólo se manifiesta por sintomatología muscular leve. Es también llamativa la clarividencia de Garrod cuando afirma que no hay individuos idénticos y que por lo tanto la naturaleza química de la enfermedad es distinta en cada persona. Cada vez se descubre con más certeza que para la mayoría de los EIM dos hermanos con padres idénticos herederos de las mismas mutaciones presentan severidad distinta de la misma enfermedad comprobando lo que Garrod ya había anticipado, en el sentido de que hay factores no genéticos que influyen en la expresión de los genes.


  Actualmente podríamos disentir de Garrod, cuando afirma que .la búsqueda de mutaciones menores no conspicuas en apariencia puede compararse con la búsqueda de una aguja en un pajar.. Sin embargo, esta afirmación tuvo vigencia hasta hace un par de años en que la secuenciación de genes se ha convertido en cosa rutinaria, enfrentándonos más bien a la dificultad de la confirmación de si esos cambios en el DNA, se reflejan en los cambios estructurales en la proteínas.


  Siguiendo las enseñanzas de Garrod, Beadle y Tatum en los años cincuenta postularon la teoría de un gen una enzima y ellos y otros de sus contemporáneos plantearon la posibilidad del uso de los virus como vectores para TG. Una vez se descubrió que los virus invaden las células y utilizan su maquinaria para sintetizar los ácidos nucleicos y las proteínas necesarias para su replicación, se vislumbró el que se usaran como vectores para transportar DNA normal a la células de los pacientes que tenían daños genéticos especialmente los defectos monogénicos. Mucho se ha avanzado en ese campo, se ha logrado preparar vectores que transportan material genético al interior de la célula, se ha logrado direccionar los vectores a células específicas, se ha avanzado en el control de su inmunogenicidad, se ha aumentado su expresión usando promotores específicos, pero a medida que se resuelven algunos de los interrogantes surgen nuevas dificultades que chaperonas para el tratamiento efectivo y seguro de estas enfermedades. Entre tanto, los IEM siguen siendo el motor para la comprensión de los mecanismos moleculares que permitan el tratamiento efectivo de estas enfermedades.


  En nuestro país el estudio de estas enfermedades ha sido relegado por las prioridades del sistema de salud como las enfermedades infecciosas, urgencias reales, pero que no deben ser excusa para que en las universidades no se enseñen a profundidad estos temas y para que no se trabaje en el tratamiento de estos desordenes. Desde el punto de vista social un sólo colombiano que padezca o tenga un miembro de familia con una enfermedad tan severa como ordinariamente se presentan estos desordenes, tiene el derecho de recibir ayuda del sistema de salud, el cual hasta ahora los ha mantenido huérfanos y al margen de prácticamente cualquier ayuda.


  En lo que respecta al tratamiento avanzado, terapia génica, terapia de reemplazo enzimático, son canteras inconmensurables de avance científico que no debería posponerse como fuente de formación de médicos nutricionistas, laboratoristas biólogos moleculares e investigadores en cada una de esas disciplinas.


  Si bien es cierto hemos hecho avances sustantivos en estos campos, existe una brecha enorme especialmente en la sospecha y en el tratamiento de estas enfermedades entre los países desarrollados y Colombia desaprovechando esta fuente de conocimiento y lo que es más grave no dispensando a los pacientes las posibilidades de diagnóstico y tratamiento que les brinda la medicina moderna. Vivimos en un país con muchas carencias pero rico en imaginación y con recursos humanos que estamos desaprovechando en Colombia, pues personas muy calificadas están emigrando a otros países en busca de sitios donde realizar muestran la complejidad y la solidez de los mecanismos de defensa con que cuenta el organismo humano, que esta construido para no dejar penetrar moléculas extrañas sin ser identificadas y atacadas.


  De lo expuesto anteriormente es evidente que Garrod sentó las bases hace cerca de cien años para comprender y estudiar los EIM y que se anticipó en muchos años a los desarrollos tecnológicos que hicieron posible la comprobación de sus teorías. Paradójicamente la detección oportuna de estos errores en la mayoría de los países no han corrido paralelamente con los logros alcanzados en los métodos de diagnóstico, pues dada la poca frecuencia de esos desordenes, no siguen siendo enfermedades a las cuales se les preste atención en la educación de los médicos, laboratoristas, nutricionistas, sicólogos, y aún de los genetistas que deben estar involucrados en el diagnóstico y tratamiento de esas enfermedades.


  En contraposición, podemos reclamar en favor de los EIM, que su estudio ha dado pie para avances y logros muy importantes y variados en el campo de las ciencias biológicas. Muchos de los pasos intermedios de los caminos metabólicos se han descubierto gracias al estudio de los EIM en humanos o animales. El estudio de la mutaciones en la proteína y por tanto los conceptos de las diferentes estructura proteicas derivan de los conocimientos adquiridos en las proteínas mutadas causantes de los errores innatos del metabolismo. Muchos de los avances en aislamiento, clonación, purificación expresión de genes en bacterias o levaduras, estuvieron dirigidos a sintetizar proteínas para terapia sustitutiva de los errores innatos del metabolismo o a la reparación o sustitución de genes mediante la TRE y la TG.


  En los últimos años se ha abierto paso el concepto de que quizás una sola terapia no sea suficiente para el tratamiento estas enfermedades y que será necesario una combinación de TG, tTRE, limitación de la síntesis de sustrato y el uso de moléculas su talento y practicar sus profesiones acorde a los avances de la ciencia. Mientras tanto los pacientes en nuestro país siguen sin que se les brinde la atención que les corresponde.


  En esta situación gran parte de la culpa está en las universidades que no están brindando los conocimientos teóricos o de investigación que formen al estudiante en la necesidad de diagnosticar, tratar e investigar estas enfermedades raras en su frecuencia, pero fuente inagotable de conocimiento y cuya comprensión hace más fácil el diagnóstico y tratamiento de las enfermedades más comunes como la obesidad, las dislipidemias y todo defecto que tenga un factor molecular asociado. Estas enfermedades para la generalidad de los médicos siguen considerándose como enfermedades de libro, mientras tanto los pacientes pasan por los consultorios sin que se les haga el diagnóstico, complicándose y finalmente clasificándoseles como, sepsis, secuelas de hipoxia perinatal, hipotonías retardos en el desarrollo o mental o muertes por causas no esclarecidas. De otra parte esta falta de conocimiento, conciencia y presión social y profesional, hace que las autoridades de la salud presten poca o ninguna atención a su estudio y que las inversiones en investigación en EIM, hayan estado ausentes hasta ahora de la financiación del Ministerio de Salud y el que actualmente los sustituy ó, el Ministerio de la Protección Social.
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  Resumen


  Con el objeto de determinar el comportamiento de los Astrovirus como agentes causantes de diarrea en algunas regiones colombianas, se colectaron 1147 muestras de diarrea de niños menores de 5 años que acudieron a los servicios de consulta externa de cuatro centros de salud de regiones de Bogotá, Facatativa, Cartagena y Quibdo durante el periodo comprendido entre 1996 y el año 2002. La determinación de la presencia viral se realizó por medio de pruebas de ELISA encontrando una prevalencia global de 2,8%. De las muestras positivas se seleccionaron 14 a las cuales se les obtuvo su ARN, se realizaron pruebas de RT-PCR y secuenciación de un segmento de 348 pb del ORF 2 del genoma viral para elaborar dendrogramas con el método de Neiborg joining y así, determinar su comportamiento filogenético. Las conclusiones generales de este estudio fueron:que en Colombia los HAstV poseen comportamientos endémicos y que las cepas colombianas no han sufrido cambios evolutivos que les permitan distanciarse de cepas de otros países.


  Palabras claves: Diarrea, Astrovirus humano (HastV), RTPCR, filogenética.


  Abstract


  Astrovirus (HAstV) causing diarrea in colombian children: seven yeasr of study: In order to find the behavior of the Astrovirus isolates from diarrheic samples taken from children under 5 in four different cities of Colombian, there were tested 1147 samples between 1996 and 2002. The diagnosis of HastV was done by EIA and there were found 2,8% of global prevalence. Fourteen of the positive samples were typed by RT PCR and sequencing the 384bp region of the ORF2 segment of the viral genome (which codes for the capsid protein). Neighbor joining was done in order to make the phylogenetic study. The conclusions of the study were that in Colombia, HastV has an endemic behavior and the Colombian strains, obtained from samples of geographically distant or the same places, show that there is no genetic variability among the same genotype and among strains with the same typed but collected out of this country.


  Key words: Diarrhea, Human Astrovirus (HastV), RTPCR, phylogenetic.


  Introducción


  Los Astrovirus, son virus ARN de cadena sencilla, sin envoltura que fueron descritos por primera vez en 1975 y han sido reportados como causantes del 2 al 8% de las diarreas de etiología viral (EDA) en el mundo.


  La mayoría de estudios epidemiológicos se han realizado en países desarrollados y con estaciones donde este virus presenta un comportamiento epidémico asociado a épocas de invierno. Dentro de las características epidemiológicas importantes están el que afecta principalmente niños menores de dos años, tiene amplia distribución mundial y pueden presentarse solos o coinfectando con otros virus entéricos (1-5).


  Los Astrovirus humanos (HAstV) han sido clasificados en 8 tipos antigénicos denominados HAstV 1 a HAstV 8 de los cuales el tipo predominante reportado es el HAstV 1. En países en vías de desarrollo y climas sin estaciones definidas como el nuestro, existen pocos reportes epidemiológicos, en Per&uacute; se presenta el tipo 1 como predominante, seguido por el 2 y el 4, de manera muy similar a Santiago de Chile donde además del tipo 4 apareció también el tipo 3 (2, 4, 6). En cuanto a la edad de la población afectada, se sabe que este virus ataca a menores de 5 años aunque se ha reportado en ancianos y personas con deficiencias inmunes. En Francia, Australia y Alemania se observó una mayor prevalencia en niños menores de los 7 meses (1-3).


  El genoma de los HAstV esta compuesto por 6.813 nucleótidos (nt) organizados en tres ORFs, donde el ORF1a codifica para una proteasa, el ORF1b para la polimerasa y el ORF2 localizado en el extremo 3. del genoma, se sobrepone con el ORF 1b, codifica para la proteína precursora de la cápside y se presenta adicionalmente como RNA subgenómico.


  Debido a la poca inmunogenicidad de la proteína de la cápside, ha sido difícil producir anticuerpos monoclonales &uacute;tiles en técnicas diagnósticas y de serotipificación, y es por eso que la clasificación viral está basada en el genotipo que se asocia de manera clara con el serotipo (7-10).


  Dentro del ORF 2 a nivel de los nt 258 a 606, existe una región de 348 pb que corresponde al 15% del total del ORF 2 y que ha sido com&uacute;nmente utilizada para los estudios de clasificación viral. Esta región se amplifica con la técnica de RT-PCR con los amplímeros Mon 244 y Mon 245 que fueron utilizados en este trabajo en donde además se realizó una secuenciación y se dio paso a los estudios de similitud filogenética (4).


  Conocer el comportamiento epidemiológico de un virus en una población es el primer paso para elaborar estrategias de prevención y control. El objetivo de este trabajo fue reunir los resultados que con respecto a HAstV se han realizado en los &uacute;ltimos años en el país y presentar un reporte del comportamiento de este virus que ha sido poco valorado debido al proceso autolimitado de la infección que causa y a la baja prevalencia reportada en otros países


  Materiales y métodos


  Muestras: A partir de 1996 se han recolectado un total de 1147 muestras diarreicas de niños menores de 5 años que ingresaron por consulta externa a centros asistenciales de las ciudades de Bogotá, Cartagena, Quibdó y Facatativá. Las muestras fueron recolectadas en los laboratorios de la región donde además se les realizó examen coprológico y coproscópico.


  Los requisitos de inclusión para las muestras al estudio fueron: que pertenecieran a niño menor de cinco años, que presentaran diarrea (evacuación de treo o más deposiciones acuosas o líquidas), que la cantidad de muestra fuera suficiente para realizarle la determinación de este y otros agentes patógenos y que fuera llenado un formato con sus datos y el consentimiento informado donde la madre o acudiente diera permiso para realizarle a la materia fecal del niño algunas pruebas distintas al coproscópico


  Una vez recolectada la muestra, fue alicuotada, enviada al laboratorio de Virología de la Universidad Javeriana y almacenada a .20°C hasta su utilización.


  Determinación de la presencia de Astrovirus por ELISA: Las 1147 muestras fueron procesadas de acuerdo a las instrucciones del estuche comercial (DAKO USA ) el cual tiene fijo a su fase sólida un anticuerpo que captura la partícula viral presente en la materia fecal. La reacción antígeno anticuerpo es detectada mediante un segundo anticuerpo dirigido contra el virus y conjugada a peroxidasa cuya presencia es revelada con su correspondiente sustrato. La lectura se realizó en un equipo Multiskan MCC/340 Tipificación viral: Para confirmar la presencia viral y obtener el segmento a secuenciar, los ARNs de las muestras positivas por ELISA, fueron extraídos a partir 20% de materia fecal diluida en PBS 1X mediante los sistemas de Trizol R (GIBCO) y QIA Amp Viral Kit (Qiagen, Hilden, Germany).


  La amplificación por RT-PCR se realizó con los amplímeros Mon 244 y Mon 245, utilizando el protocolo descrito por Noel y col [4]. La genotipificación fue hecha directamente de la secuencia del producto de PCR con el método ABI Prism Big Dye Terminator Cycle sequencing Ready Reaction kit (perkin-Elmer Biosystems) en un secuenciador automático (modelo 373ª DNA Sequencing System, PE Biosystems) y se realizó en los laboratorios de Virología CMBC, IVIC en Venezuela, en el laboratorio de Virología y Servicio de Pediatría, Hospital de Niños, Facultad de Medicina y Farmacia, Dijon, Paris, Francia y en el laboratorio de Virología del Departamento de Microbiología, Instituto de ciencias biomédicas de la Universidad de San Pablo, Brasil.


  Análisis del comportamiento filogenético de las cepas colombianas: Las secuencias obtenidas fueron alineadas con el programa FASTA(www.infobiogen.fr) y comparadas con las secuencias de cepas previamente reportadas en el Genbank, adicionalmente se estudio su similaridad mediante el programa ClustalW [11]. Empleando el programa Mega 3.0 se obtuvo una matriz binaria que fue analizada por el método filogenético Neighbor joining (NJ) para estimar la filogenia generandose dendrogramas a los que se les aplicó un soporte (bootstrap) de 550 repeticiones. De esta manera se logró visualizar el comportamiento de las cepas colombianas entre si y se compararon con algunas cepas extranjeras escogidas al azar utilizadas como referencia.


  Resultados


  Entre Abril de 1996 y Mayo del 2002 fueron recolectadas 1147 muestras diarreicas de niños menores de 5 años que consultaron por EDA al servicio unidades de consulta externa de 4 regiones colombianas. A la totalidad de las muestras se les determinó la presencia de HAstV por ELISA encontrándose una prevalencia 2.8% (Tabla 1). Bogotá fue la región donde más HAstV se encontró con un 4.7% de prevalencia y Quibdo la de menor prevalencia con un 1.3%.


  Tabla 1. Distribución de los HAstV en Colombia desde 1996 hasta el 2002. Por edad y por sexo: Distribución de las muestras positivas de acuerdo a rangos de edad distribuida por meses (0-3, 4-6, 7-12, 13-24, 25-36, 37-48 y 49-60 meses). n: n&uacute;mero de muestras recolectadas. %: Porcentaje de muestras positivas para HAstV .
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  Tabla 2: Registro de las 14 cepas secuenciadas y tipificadas en Colombia. Tipo: serotipo viral. Fecha: Año de recolección de la muestra. Lugar: Ciudad o Municipio donde se recolectó la muestra.
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  Al realizar el estudio descriptivo para determinar en qué edad y si HAstV aparecía en niños de sexo masculino o femenino, se observó que la infección prevalece en niños entre los 7 y los 48 meses (con mayor prevalencia entre 7 y 24 meses) sin que esto haya tenido un resultado estadísticamente significativo (valores de p mayores a 0,05). Con respecto al género al cual pertenecen los niños, se observó que da de igual manera en niños de género masculino que femenino. La tabla 2 se realizó para determinar la procedencia y el año en el cual se obtuvo cada cepa y relacionarlo con el resultado del comportamiento filogenético por NJ.


  Del n&uacute;mero total de muestras positivas, sólo 14 pudieron ser tipificadas obteniéndose 5 cepas serotipo 1, 3 muestras serotipo 2, 1 muestra serotipo 3, 3 muestras serotipo 4 y 2 muestras serotipo 5. Para encontrar las similitudes filogenéticas se realizaron dos árboles mediante el método algorítmico de NJ, los cuales aparecen en las figuras 1 y 2. La figura 1 muestra el comportamiento de las cepas Colombianas con sus correspondientes serotipos y en la figura 2 se incluyó una cepa externa escogida al azar con el objeto de evidenciar su capacidad de apareamiento con las cepas colombianas.
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  Figura 1. árbol filogenético de HAstV aislados de pacientes colombianos, obtenidos desde 1996. Elaborado con el método NJ, con “bootstrap” de 550 repeticiones.
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  Figura 2. árbol filogenético de HAstV aislados de pacientes colombianos y de cepas de referencia de HAstV aislados fuera de Colombia obtenidos desde 1996. Elaborado con el método NJ, con “bootstrap” de 550 repeticiones.


  Discusión


  Los HAstV son virus causantes de diarrea, muy poco estudiados en Colombia por su bajo impacto en pediatría. Al tratar de dilucidar las causas de las diarreas en países en vías de desarrollo como Colombia se deben buscar primero los Rotavirus del grupo A, en segundo lugar los Norovirus que han sido reportados como causantes de endémias y por &uacute;ltimo, (12) otras especies virales como los HAstV y los Adenovirus entéricos. Cuando se eval&uacute;an los HAstV, se detectan prevalencias muy bajas que no alcanzan a elevar el porcentaje de las diarreas diagnosticadas en un tipo de poblaciones como la nuestra (13-17).


  En este estudio se ha demostrado que las prevalencias mundiales son las mismas encontradas en Colombia, no importando la zona geográfica de donde provenga el menor. Un 2,8% de prevalencia a nivel nacional demuestra que este porcentaje se acerca a la prevalencia mas baja reportada en los países desarrollados que es del 2% (18, 19).


  Con respecto a la edad, se sabe que la lactancia es una época de inmunidad a muchos agentes patógenos debido a los anticuerpos maternos obtenidos de la madre (20). Una vez terminada esta etapa, el infante inicia el proceso de reacción a los agentes patógenos, sin mucho éxito protectivo, lo que aumenta la posibilidad de infección por HAstV, como lo demuestran los resultados descritos en la tabla 1. El sistema inmune pasa unos años de .ataque. por varios patógenos donde los niños (entre 7 meses y 3 años) tienden a infectarse mas que los niños en edad escolar.


  Algunos autores han propuesto que los niños son más propensos que las niñas a la contaminación por HAstV; sin embargo en este estudio no se encontraron diferencias significativas en relación al género o al estrato socioeconómico, indicando que estas variables no influyen en el desarrollo EDA de etiología viral (21).


  Los HAstV tipo 1 han sido los mas frecuentemente reportados causando EDA (7), sin embargo, los resultados obtenidos en Colombia muestran que los tipos del 1 al 5 aparecen y desaparecen si mantener un comportamiento epidemiológico predecible o cíclico. En la tabla 2 se observa que el serotipo 1 prevaleció entre los años 1996 al 1999 lo cual cambió de tal manera que en el año 1999 desapareció y aparecieron los serotipos 4 y el 5 (ausentes en los años anteriores). Para el año 2002, reaparece el serotipo 1 pero al observar su comportamiento en el árbol filogenético, se aprecia una distancia filogenética que es proporcional al n&uacute;mero de mutaciones que ha sufrido el ancestro, separándose genéticamente de las cepas reportadas en el siglo anterior. Esta variabilidad viral ha sido descrita por varios autores quienes consideran que la ausencia de mecanismos reparadores en la síntesis de RNA por falta de una RNA polimerasa reparadora, es el motivo de hipermutaciones, unos de los mecanismos evolutivos responsables de estas variaciones y de la aparición de nuevas cepas o serotipos (22).


  La tarea de la filogenia molecular es convertir información de secuencias en árboles que demuestren evolución. NJ es in método de inferencia utilizado para formar grupos basado en algoritmos matemáticos que revierten la información en relaciones de similaridad entre las cepas.


  En la figura 1 se observa como los HAstV colombianos de cada serotipo se agrupan de manera conservada. Las cepas 418, 526 y 509 poseen secuencias de nt idénticas mientras que la cepa 503, recolectada en el mismo período de tiempo, posee alteraciones en la secuencia nucleotídica que genera la apertura de la rama. La cepa 359 fue recolectada varios años después y en lugar distante (Cartagena) y presenta varias mutaciones que generan una mayor apertura del árbol, mostrando divergencia entre las cepas serotipo 1 de HAstV en Colombia. Algunos autores han propuesto que la variación en esta cepa alcanza una distancia filogenética que justificaría la aparición de un subtipo viral, lo que a&uacute;n está en estudio.


  Las tres cepas del serotipo 4 fueron recolectadas en la misma región y en el mismo periodo de tiempo y por su comportamiento filogenético podría pensarse que es la misma cepa. El comportamiento de los serotipos 2 y 5 fue bastante similar al 4; en relación a la cepa del serotipo 3 no se encontró otra muestra para realizar comparación.


  La figura 2 trata de completar el conocimiento anterior comparando las cepas colombianas con cepas de referencia extranjeras obtenidas del Genbank. Los resultados en los casos de los serotipos 2, 4 y 3 muestran que en otros países, existe un n&uacute;mero mayor de variaciones, lo cual no sucedió con las cepas de los serotipos 1 y 5; grupos colombianos en los cuales las cepas extranjeras quedaron inmersas.


  Conclusiones


  En Colombia los HAstV no poseen comportamientos epidemiológicos distintos a los reportados en otros países lo cual no significa que puedan ser excluidos cuando se buscan los agentes etiológicos de la EDA. Por otro lado se demostró que las cepas colombianas no han sufrido cambios evolutivos que les permitan distanciarse de cepas de otros países lo que permite inferir que si bien no existen enzimas reparadoras que mantengan la estabilidad de la secuencia de nucleótidos, el genoma viral se mantiene muy estable tanto con el paso del tiempo como con el cambio de lugar.
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  Resumen


  El presente estudio evaluó la recuperación in vitro de S. mutans ATCC 25175 en siete medios de cultivo: Mitis Salivarius Agar (MSA), Mitis Salivarius Agar-Bacitracina (MSB), Mitis Salivarius Agar- Kanamicina-Bacitracina (MSKB), Mitis Salivarius Agar-Bacitracina-Sulfisoxazol (MS-MUT), Tripticasa soya-Extracto de levadura-Sucrosa-Bacitracina Agar (TYS20B) (medios referenciados como selectivos), Agar Infusión Cerebro Corazón (BHI) (medio de enriquecido) y Agar Todd Hewitt (TH) (medio selectivo para Streptococcus). Se demostró una mayor recuperación del microorganismo en el medio TYS20B, seguido en orden decreciente de los medios: BHI, MSA, TH, MS-MUT, MSB y MSKB. El medio TYS20B, fue el más adecuado para el microorganismo; presentando un porcentaje de recuperación significativamente mayor a los demás medios selectivos evaluados, coincidiendo con el éxito obtenido en otros estudios para recuperación de S.mutans.


  Palabras Claves: Streptococcus mutans, medios de cultivo, recuperación, Tripticasa soya-extracto de levadura-Sucrosa-Bacitracina Agar (TYS20B)


  Abstract


  The present study evaluated the recovery in vitro of S. mutans ATCC 25175 in seven culture of media: Mitis Salivarius Agar (MSA), Mitis Salivarius Agar-Bacitracin (MSB), Mitis Salivarius Agar-Kanamycin- Bacitracin (MSKB), Mitis Salivarius Agar-Bacitracin-Sulfisoxazole (MS-MUT), Trypticase soy-Extract of yeast-Sucrose-Bacitracin Agar (TYS20B) (media indexed as selective), Infusion Brain Heart Agar (BHI) (enriched medium) y Todd Hewitt Agar (TH) (selective medium for Streptococcus). A bigger recovery of the microorganism was demonstrated in the medium TYS20B, continued in decrease order: BHI, MSA, TH, MS-MUT, MSB and MSKB. The medium TYS20B was the most appropriate for the microorganism; presenting a percentage of significantly more recovery to the other evaluated selective media, coinciding with the other studies in the world for recovery the S.mutans.


  Keywords: Streptococcus mutans, culture media, recuperation, Trypticase soy-extract of Yeast-Sucrose- Bacitracin Agar (TYS20B).


  Introducción


  La Caries dental es una enfermedad infecciosa de distribución universal, de naturaleza multifactorial, dinámica crónica transmisible; que ocurre en la estructura dentaria en contacto con los depósitos microbianos, debido al desequilibrio entre la sustancia dental y los productos metabólicos generados de la placa bacteriana, dando como resultado una pérdida de mineral de la superficie dental, cuyo resultado es la destrucción localizada de los tejidos duros (6).


  Según Paul Keyes en 1960, quien en forma teórica y experimental estableció que la etiopatogenia de la caries obedece a la interacción simultánea de tres elementos o factores principales: un factor microorganismo. que en presencia de un factor sustrato. (ingesta de Carbohidratos), logra afectar a un factor .diente. (También denominado hospedero).


  La interacción entre los tres elementos constituye, la base fundamental que dispara el mecanismo de acción determinante del desarrollo de la caries dental. Si estos confluyeran solo durante un periodo muy breve, la enfermedad cariosa no se produciría; por lo tanto, se ha agregado el tiempo de interacción de los mecanismos, así como diversas variables que modifican el proceso; como son los factores socioeconómicos y culturales que no solo condicionan hábitos dietéticos y de higiene oral sino que además modulan la respuesta inmune en el ámbito de la cavidad bucal a través de la saliva y el exudado gingival.


  El S. mutans es el principal agente etiológico de la Caries Dental. En Colombia según el III Estudio Nacional de Salud Bucal (1), el 95% de la población mayor de 20 años tiene historia de caries, lo que convierte esta patología en un problema de salud pública. Para profundizar en el conocimiento del microorganismo y aportar a la solución de dicha situación es necesario contar con medios de cultivo que garanticen el crecimiento y la recuperación del patógeno causal (2-5).


  El estudio de medios de cultivo para recuperación de S. mutans se viene dando mundialmente desde hace muchos años, mostrando resultados disímiles (13- 27,38). En Colombia la mayoría de los estudios no han utilizado medios de cultivo selectivos para este patógeno (7-12); en este contexto, el presente estudio evaluó la recuperación in vitro de S. mutans ATCC 25175 en siete medios de cultivo; con el fin de establecer el medio mas adecuado para la recuperación del microorganismo.


  Materiales y métodos


  1. Cepa de referencia S. mutans ATCC 25175: para la recuperación de esta cepa se utilizó agar BHI (2-5,11), la cual fue posteriormente incubada a 37º C por 48 horas en condiciones de microaerofília, la pureza del cultivo se verificó mediante coloración de Gram, prueba de catálasa, hemólisis en agar sangre y pruebas bioquímicas, según protocolos estándar.


  2. Medios de Cultivo: Teniendo en cuenta estudios internacionales (13-27), se seleccionaron siete medios según los siguientes criterios:


  - MSA: uno de los primeros medios de cultivo desarrollado para la recuperación y aislamiento de S. mutans, obtenido comercialmente Difco®; base para la elaboración de MSB, MSKB y MSMUT; y utilizado en otros estudios (13,16,23,28).


  - MSB: Medio de cultivo que se considera más selectivo que el MSA y que ha sido utilizado y comparado en un mayor número de estudios de recuperación y aislamiento de S. mutans (13,16,18-20,22-26,29-31)


  - MSKB: modificación del MSB que presenta mayor selectividad; siendo ésta característica la más importante para el manejo de muestras clínicas (23,25), su poco uso hace necesaria su comparación.

  - MS-MUT: medio de cultivo que se ha desarrollado para el aislamiento de S. mutans, es una modificación del MSB; presenta una mayor selectividad frente a S. sobrinus y no ha sido comparado en otros estudios fuera del citado (27).


  - TYS20B: medio de cultivo que ha dado óptimos resultados tanto en recuperación como en selectividad en algunos estudios comparativos recientes (20,25), además es fácil de preparar y económico (20), aspectos de valiosa importancia en nuestro medio.


  Y los medios de cultivo utilizados convencionalmente en el Laboratorio de Investigación del Grupo de Desarrollo Académico en Microbiología Oral-Facultades de Odontología y Medicina Universidad Nacional de Colombia:

  TH Difco® y BHI Oxoid®. Durante la preparación de los medios de cultivo se utilizó una cámara extractora, con el objetivo de reducir el riesgo de contaminación de los mismos; cada medio de cultivo se preparó de acuerdo a las especificaciones del fabricante, controlando la calidad en la esterilización de los mismos (32).


  3. Concentración microbiana y diluciones: se realizó una suspensión bacteriana a una absorbancia entre 0.08 y 0.1, a una longitud de onda de 625nm comparándola con la escala de turbidez de Mc Farland Nº 5 como patrón; esta suspensión es equivalente a 1X108 UFC/ml; luego se realizaron diluciones seriadas 1:10, de las cuales se tomaron 104, 105, 106.


  4. Siembra y lectura en los medios de cultivo: a cada uno de los medios se le adicionó 0.25ml de la suspensión obtenida, técnica descrita por Westergren G, Krasse B. en 1978 (33); todos los medios de cultivo recibieron la misma concentración del inoculo 104, 105, 106; este proceso se realizó por triplicado. Para su incubación se utilizaron condiciones de microaerofília (18), a una temperatura de 37º C, con conteo a las 48 horas en todos los medios de cultivo. El Método de recuento escogido fue el de conteo de células viables, expresado en Unidades Formadoras de Colonia (UFC); para realizar el recuento se utilizó una cámara de Spencer.


  Resultados


  La mayor recuperación del S. mutans ATCC 25175 se observó en el medio de cultivo TYS20B con una diferencia significativamente mayor comparada con los demás medios evaluados; en orden decreciente: BHI, MSA, TH, MS-MUT, MSB, MSKB, Tabla 1 y Figura 1.


  Tabla 1. Conteo de UFC en escala logarítmica.


  [image: ]


  [image: ]


  Figura 1. Comportamiento de los medios de cultivo con respecto a los resultados de las UFC expresadas por medio de escala logarítmica.


  Discusión


  El medio TYS20B mostró una mayor recuperación de S. mutans en comparación al medio BHI, que por su aporte de nutrientes es utilizado para el cultivo de una amplia variedad de microorganismos exigentes, tanto aerobios como anaerobios facultativos (34). Este último se viene utilizando en el Laboratorio de rutina para la reactivación y recuperación del S. mutans (2-5). La óptima recuperación que mostró el medio TYS20B se podría deber al aporte de nutrientes obtenidos del caldo tripticasa soya y del extracto de levadura, componentes utilizados para el crecimiento y recuperación de microorganismos exigentes (34), y del 20% de sucrosa. Es importante resaltar como ventaja la selectividad que tiene este medio comparado con BHI por la adición de bacitracina (20,35) y la presencia de sucrosa que interfiere con el crecimiento de otros microorganismos, sin embargo, esta última característica hace necesario tomar precauciones en el manejo de su concentración debido a que altas concentraciones de sucrosa interfieren con la glicólisis del S. mutans (36).


  El medio de cultivo MSA ocupó el tercer lugar en recuperación, esto podría justificarse a que en su composición presenta Azul de tripan y Cristal violeta, los cuales inhiben otros microorganismos contaminantes a las concentraciones utilizadas, aunque se ha reportado que dichos componentes pueden afectar el crecimiento del S. mutans, particularmente del serotipo a (13-14). El medio TH que es un medio de cultivo empleado para la recuperación de Streptococcus B-hemolíticos (37) presentó un menor porcentaje de recuperación. Tabla 1, Figura 1.


  En el medio MS-MUT se obtuvo una mejor recuperación de S. mutans que en el medio MSB del cual se derivó y del que se diferencia por presentar la adición sulfisoxazol y el aumento en la concentración de bacitracina, en este medio aunque se presentó una mayor concentración de antimicrobianos no se afectó el crecimiento del microorganismo; el tercer elemento que se modificó en el MS-MUT fue la sucrosa disminuyendo su concentración con respecto al MSB, la cual se ha reportado en la literatura científica que interfiere con el crecimiento de algunos microorganismos, incluyendo el mismo S. mutans (19,20,36).


  El medio de cultivo MSB, presentó uno de los más bajos índices de recuperación del microorganismo. Como ya se mencionó, la concentración de sucrosa en este medio pudo haber afectado la recuperación del S. mutans (19,20,36).


  EL medio de cultivo que presentó la menor recuperación del microorganismo fue el MSKB, medio modificado del MSB con adición de kanamicina y sorbitol al 7%, mostrando que a altas concentraciones de este reducen la recuperación de S. mutans (23). Un aspecto que se debe tener en cuenta al utilizar este medio es el pH, por que según Rogers AH (21), el sorbitol puede ser metabolizado a un pH de 7.0, pero no a pH de 5.5. Aunque la baja recuperación del microorganismo coincide con los resultados obtenidos por Wan AKL et al 2002 (25), se recomienda en futuras investigaciones relacionar este parámetro.


  Conclusiones


  En el presente estudio, el medio de cultivo que present ó un mayor crecimiento in vitro del S. mutans ATCC 25175 fue el TYS20B, mostrándose como el medio adecuado para la recuperación del microorganismo.


  Adicionalmente, presenta otras ventajas como son: fácil de elaborar y económico, este resultado coincide con el obtenido en otros estudios para recuperación de S. mutans (20,25). En el estudio de Hirasawa M, Takada K 2003 (27), se muestra que la adición de sulfisoxazol no interfiere en el crecimiento del S. mutans y contribuye con la selectividad de este con respecto a microorganismos como el S. sobrinus, colonizador de sitios ya cariados, detectado en muestras clínicas en el medio MSB(22), hallazgo que se correlaciona con el obtenido en el presente y otros estudios (21,25); en el cual la adición de sulfisoxazol y la reducción de sucrosa permitieron una mayor recuperación de S. mutans en MS-MUT con respecto al MSB. Se propone para futuros trabajos con muestras clínicas adicionar 0.02% sulfisoxazol al medio TYS20B.


  Los medios de cultivo que presentaron bajas proporciones de crecimiento del microorganismo no se pueden descartar en futuros trabajos, debido a que en muestras clínicas pueden ser más selectivos que los medios que mostraron mayor recuperación in vitro.


  Finalmente, es importante anotar que estudios realizados por diversas instituciones en Colombia que involucran aislamientos de S. mutans (7-12), en general, no utilizan medios de cultivo selectivos para este microorganismo, aumentado así el riesgo de contaminación por flora acompañante y por consiguiente generando posibles falsos positivos; haciéndose necesario crear un consenso para la recuperación de este importante patógeno causal en el estudio de la caries (enfermedad que presenta alta incidencia en el país, afectando la calidad de vida (1)).
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  Resumen


  El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto del polimorfismo genético de la Apolipoproteína E (Apo E) sobre los niveles plasmáticos de lípidos y lipoproteínas en una cohorte de 200 individuos adultos sanos (20-65 años) residentes en Bogotá D.C. La frecuencia de los alelos de la Apo E fue 0.05 para el alelo e2; 0.87 para el e3 y 0.08 para el alelo e4. Los individuos se clasificaron de acuerdo al genotipo de la ApoE en: E3/2, E3/3, E4/3, E4/4 y E4/2, el genotipo de mayor frecuencia fue el E3/3 (77.1%). Al comparar la colesterolemia entre los sujetos E3/2, E3/3 y E4/3 se observaron niveles incrementados significativamente (p<0.05) en el grupo E4/3 (172.1±16.9) comparados con los del grupo E3/2 (148.7±32.1). Los niveles de triglicéridos presentaron una tendencia hacia niveles más altos en los individuos con genotipo Apo E4/3 al cómpralos con E3/3 y E3/2. En la población estudiada, el polimorfismo de la ApoE es un importante determinante genético de los niveles plasmáticos de lípidos y lipoproteínas, es así como la presencia del alelo e4 de la Apo E puede influir en el incremento de los niveles de colesterol total, colesterol-LDL y triglicéridos siendo un factor de riesgo de enfermedad cardiovascular.


  Palabras Claves: Polimorfismo, lípidos, apolipoproteína E, enfermedad cardiovascular.


  Abstract


  The objective of the present work was to study the genetic polymorphism of apo E and his effect on plasma lipids and lipoproteins levels in one cohort of 200 healthy adult individuals (20-65 years) resident in Bogotá D.C. The frequency of apo E gene alleles was 0.05 for e2; 0.87 for e3 and 0.08 for e4. The individuals were classified according to the ApoE genotype in: e3/2, e3/3, e4/3, e4/4 and e4/2. The genotype of greater frequency (77.1%) was e3/3. When comparing the cholesterol levels between the subjects E3/2, E3/3 and E4/3, significantly (p<0.05) increased levels were observed in the E4/3 group (172.1±16.9) compared with the E3/2 (148.7±32.1) group. The triglyceride levels showed a tendency towards higher levels in the group of individuals with apo E4/3 genotype compared to E3/3 and E3/2 groups. In these population studied, the ApoE polymorphism is an important genetic determinant of lipid and lipoprotein levels, the presence of e4 allele of ApoE gene determine increased levels of total cholesterol, cholesterol-LDL and triglycerides being these important risk factors for cardiovascular disease developpement.


  Key words: Polymorphisms, lipids, apolipoprotein E, cardiovascular disease.


  Introducción


  En los últimos años pocas áreas de la medicina han recibido tanta atención en el campo experimental y en el clínico, como los problemas cardiovasculares debido a alteraciones en los lípidos particularmente el aumento en los niveles séricos de colesterol total, colesterol-LDL, triglicéridos y la disminución de los niveles séricos del colesterol-HDL, así como su relación con la aterosclerosis (1).


  En salud pública este problema es de especial interés ya que afecta no solo a individuos después de la sexta década de vida, sino también a un porcentaje importante de sujetos desde la adolescencia hasta la adultez que están en plena producción intelectual y física, lo que ocasiona un problema en la sociedad a causa de la morbimortalidad. Según datos publicados por el Departamento Administrativo Nacional de Estadística, en Colombia la enfermedad isquémica del corazón se encuentra como la segunda causa de mortalidad (tasa 52,1 por 100.000 habitantes) después de los homicidios (tasa 61,7 por 100.000 hab.) (2).


  El nivel de colesterol plasmático y su variación interindividual está influenciado por varios factores genéticos. Los genes candidatos más importantes son aquellos que se encuentran codificando para alguno de los productos ya sea enzimas, receptores o apolipoproteínas involucrados en el metabolismo de las lipoproteínas. Dentro de estos genes se ha demostrado que cambios en el gen de la apo E ejercen un efecto importante en la variación normal de las concentraciones del colesterol total y el colesterol- LDL por lo que pueden ejercer un riesgo importante en el desarrollo de enfermedad coronaria (3).


  La apolipoproteína E (apo E) es una proteína de 299 aminoácidos rica en arginina y con un peso molecular de 34 kDa. Esta proteína es un componente estructural de varias lipoproteínas, tales como los quilomicrones, los residuos de quilomicrón, las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), y las de densidad intermediaria (IDL) y juega un papel importante en el metabolismo de las lipoproteínas ya que media la unión de los residuos de quilomicrón con el receptor hepático (LRP/a-2 macroglobulina) y de las IDL con el receptor de las lipoproteínas de baja densidad receptor-LDL) (3). La Apo E es polimorfa, presenta 3 isoformas: apo E2, E3 y E4 que son el producto de 3 alelos diferentes e2,e3 y e4 de un solo gen situado en el brazo largo del cromosoma 19 (4, 5). Los 3 alelos son resultado de sustituciones de nucleótidos en los codones 112 y 158 del exón 4 del gen (6, 7). El polimorfismo de la apo E ha sido ampliamente estudiado en diferentes poblaciones del mundo en las cuales se ha podido demostrar su influencia definitiva sobre los niveles de lípidos (8, 9, 10). Por lo tanto, es importante estudiar este factor cuyo impacto ha sido ampliamente demostrado en otras poblaciones y determinar si este componente genético tiene incidencia sobre los niveles de colesterol en nuestro medio.


  Materiales y métodos


  Sujetos


  La muestra poblacional estuvo constituída por 200 individuos adultos sanos (20-70 años) de similares condiciones socioeconómicas. Mediante una encuesta se investigaron los antecedentes familiares y personales para incluir aquellos individuos que no exhibieran dislipidemias o tratamiento médico relacionado con el metabolismo lipídico. El estudio fue aprobado por los comités de ética de las instituciones ejecutoras del proyecto y siguiendo los lineamientos de la resolución Nº 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia y en concordancia con la declaración de Helsinki.


  Lípidos y lipoproteínas


  La toma de la muestra se realizó mediante venopunción en dos tubos Vacutainer, uno con EDTA, para el aislamiento del DNA genómico a partir de los leucocitos y otro, sin anticoagulante para valorar el perfíl lipídico, teniendo en cuenta los parámetros preanalíticos recomendados universalmente. El colesterol total, colesterol-LDL, colesterol-HDL y los triglicéridos fueron determinados mediante métodos enzimáticos en un analizador RA-50 (Bayer S.A).


  TABLA 1. Efectos del genotipo de la apolipoproteína E sobre los niveles plasmáticos de lípidos y lipoproteínas.


  [image: ]


  ANOVA significativo p<0.05; S= significativo, NS= no significativo. Colesterol total apo E4/3 vs E3/2 p= 0.026


  Análisis del ADN para el polimorfismo de la apo E


  El ADN genómico se aisló de los leucocitos mediante el método de Salting Out (11). El genotipo de la apo E se determinó mediante amplificación por PCR de un fragmento de 244bp del exón 4 del gen de la apo E, se utilizaron dos oligonucleótidos con las siguientes secuencias: F6: 5’ TAA-GCT-TGG-CACGGC- TGT-CCA-AGG-A 3’ y F4 5’ ACA-GAA-TTCGCC- CCG-GCC-TGG-TAC-AC 3’ descritos por Hixon y Vernier (12). Después de la amplificación, se digirieron los productos de PCR con 10 unidades de la enzima de restricción HhaI (12). Los fragmentos resultantes se separaron por tamaño en un gel de poliacrilamida al 10% no desnaturalizante. El gel se coloreo con bromuro de etidio, y los fragmentos se visualizaron sobre una fuente de luz ultravioleta.


  Análisis estadístico


  El método de gen-counting se utilizó para la determinación de las frecuencias alélicas del gen de la apo E. Las comparaciones de los niveles de lípidos y lipoproteínas entre los genotipos de la apo E (e3/2, e3/3 y e4/3) fue realizado por análisis de varianza (ANOVA).


  Resultados


  Las frecuencias de los alelos de la apo E en los sujetos incluidos en el estudio fueron: 0.05 para el alelo å2, 0.87, para el alelo å3 y 0.08 para el alelo å4. El genotipo de mayor frecuencia fue el E3/3 (77.1%), seguido del E4/3 (12.3%) y 8.2% para el E3/2; mientras que el E4/2 presentó la menor frecuencia (0.8%).


  La tabla 1 muestra las características fenotípicas (colesterol total, colesterol-LDL, colesterol-HDL, colesterol-VLDL y triglicéridos) según el genotipo de la apo E (E3/2, E3/3, E4/3, E4/4 y 4/2). Los niveles de colesterol total y colesterol-LDL fueron más bajos en aquellos individuos con el genotipo E3/2 al compararlos con los niveles de los grupos E3/ 3, E4/3 y E4/4. Los niveles de colesterol total fueron estadísticamente significativos (p= 0.026) entre los grupos apo E3/2 y E4/3, exhibiendo los individuos E4/ 3 niveles más altos. La HDL mostró tendencia a disminuir sus niveles en el siguiente orden: E4/4<E4/ 3<E3/3<E3/2. Los individuos con el genotipo E4/4 presentaron los niveles más altos de colesterol-LDL y los más bajos de colesterol-HDL (figuras 2 y 3). En cuanto a los niveles de triglicéridos hubo una tendencia hacia niveles mas altos en los individuos con el genotipo apo E4/3 al confrontarlos con los genotipos apo E3/3 y 3/2, pero las diferencias no fueron estadísticamente significativas (tabla 1).
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  Figura 1. Efectos del genotipo de la apolipoproteína E y del sexo sobre los niveles plasmáticos de lípidos y lipoproteínas


  Prueba t: significativo p<0.05. * Hombres vs Mujeres C-HDL=0.0005; **C-VLDL y Triglicéridos =0.02. † p=0.007, cuando se comparan los valores de colesterol total entre hombres apo E3/3 vs E4/3.


  El análisis de la influencia del genotipo de la apo E y del género sobre los niveles de lípidos y lipoproteínas se hizo sólo con los grupos apo E3/3 y E4/3 (figura 1) ya que el grupo E3/2 no tenía un número suficiente para efectuar el análisis estadístico comparativo (9 mujeres y 1 hombre). Se comprobó que no había diferencia de edad entre los dos géneros para poder realizar la comparación de los niveles de lípidos y lipoproteínas. Los integrantes del grupo apo E3/3 presentaron diferencias significativas en los niveles de colesterol-HDL, las mujeres mostraron los niveles más altos. El colesterol-VLDL y triglicéridos fueron significativamente más bajos (p=0.02) en las mujeres.


  El colesterol-LDL no presentó diferencias entre los géneros teniendo en cuenta el valor P (T<=t) de dos colas (0.08), pero el valor 1.77 del estadístico t, cercano al valor crítico (1.99) indica tendencia hacia valores diferentes.


  La figura 1 muestra la comparación de los niveles de lípidos y lipoproteínas entre géneros de los integrantes del grupo con genotipo Apo E3/3 y Apo E4/3. La comparación de los niveles de lípidos y lipoproteínas entre géneros al interior de este grupo mostró una tendencia hacia niveles más altos de colesterol total en los hombres (PT<=t) dos colas= 0.09, valor del estadístico t = 1.90, valor crítico de t = 2.23). Los niveles de colesterol-VLDL y triglicéridos también muestran tendencia hacia valores más altos en los hombres, considerando que el valor del estadístico t esta muy cercano al valor crítico de t (CVLDL: valor del estadístico t = 2.06, valor crítico de t = 2.18; triglicéridos: valor del estadístico t = 2.07, valor crítico de t = 2.18).


  Discusión


  Las frecuencias de los alelos de la Apo E en la población bogotana estudiada fueron: alelo e2, 0.05; e3, 0.87; e4, 0.08, similares a las observadas por otros investigadores en poblaciones caucásicas (13).


  La frecuencia del alelo e2 de la población estudiada se asemeja a la encontrada en europeos (Alemania, 0.07; Finlandia, 0.06), japoneses y turcos (.08; 0.06). Para el alelo e3, la frecuencia es comparable con la de Japón y Turquía (0.84; 0.88) y es ligeramente aumentada al compararla con alemanes (0.77), estadounidenses (0.76), finlandeses (0.69) y sudaneses (0.61). La frecuencia del alelo e4 en la población bogotana se puede comparar con las frecuencias halladas en las poblaciones asiáticas (chinos y japoneses) así como, en los hispanos residentes en Estados Unidos, donde se encontró una frecuencia menor del alelo e4 (8, 14).


  En la muestra poblacional estudiada se observó que los individuos que presentaban el genotipo E3/2 exhibieron niveles significativamente más bajos de colesterol total si se comparan con los E4/3. Los niveles de colesterol-LDL del genotipo E3/2 mostraron una tendencia a valores más bajos al confrontarlos con los E3/3 y E4/3. Los individuos con el genotipo Apo E4/4 mostraron los niveles mas altos de colesterol total y colesterol-LDL, lo cual podría indicar como la presencia del alelo e2 puede influenciar en la concentración de éstos lípidos y lipoproteínas en nuestra población, corroborando los numerosos estudios efectuados en poblaciones normolipidémicas donde se ha observado la asociación del alelo e2 con niveles más bajos de CT y C-LDL, mientras que el alelo e4 lo está con cifras más altas de estos dos parámetros (6, 14-17).


  El impacto del polimorfismo de la Apo E sobre los niveles de colesterol-HDL, no fue significativo entre los diferentes genotipos en la población estudiada, pero se observó una tendencia hacia niveles de colesterol-HDL mas bajos en el grupo con el genotipo Apo E4/3 comparado con los niveles del grupo E3/2. Estas observaciones son similares a las obtenidas en otros estudios, donde se ha encontrado que el polimorfismo de la Apo E esta asociado con los niveles de colesterol-HDL.


  La presencia del alelo e4 se correlaciona con niveles más bajos de colesterol-HDL (8, 18). El polimorfismo de la Apo E ha sido también asociado con los niveles de triglicéridos. Basados en los resultados de un meta-análisis, Dallongeville y col. (18) mostraron que los niveles de triglicéridos fueron más altos en sujetos con el alelo e2 y en sujetos con el fenotipo E4/3. Nuestros resultados muestran ésta misma tendencia, los sujetos con el genotipo Apo E4/3 poseen los niveles más altos de triglicéridos.


  En la población estudiada de Bogotá es claro el impacto del polimorfismo de la Apo E sobre los niveles de lípidos y lipoproteínas. Los sujetos con el genotipo Apo E4/3 y E4/4 presentaron los niveles mas altos de colesterol total, colesterol-LDL, triglicéridos y los mas bajos de colesterol-HDL. Los sujetos con el genotipo Apo E3/2 mostraron la tendencia opuesta a los de los genotipos E4/3 y E4/4, ya que sus niveles de colesterol total, colesterol-LDL y triglicéridos fueron los más bajos, mientras que el colesterol-HDL fue más alto.


  Así, la presencia del alelo e4 de la Apo E puede tener una influencia en la presencia de trastornos cardiovasculares en nuestra población, al incrementar los niveles de colesterol total y colesterol-LDL, y el alelo e2 un rol protector ya que su presencia esta correlacionada con niveles mas bajos de colesterol total, y mas incrementados de colesterol-HDL, como se ha observado en estudios en otras poblaciones (8- 10, 17, 19).
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  Resumen


  Las técnicas moleculares empleadas para el análisis de ADN cromosomal como el RFLP IS200 han demostrado ser eficientes para resolver relaciones filogenéticas y epidemiológicas entre las cepas de Salmonella spp., aisladas de aves y humanos. El presente estudio tuvo como objetivo determinar si la IS200 estaba presente en las cepas de Salmonella aisladas de aves de corral y de humanos para establecer una posible cadena de transmisión entre ambos. El análisis filogenético de las cepas de Salmonella mostró 13 perfiles de IS200 que exhibieron de 1 a 11 copias de la secuencia de inserción, localizadas en un rango entre 13 y 1.71kb. El trabajo permitió concluir que IS200 es un marcador molecular eficiente, sensible y específico, útil para realizar estudios epidemiológicos ya que discriminó entre cepas de diferentes orígenes y comprobó que existe una relación clonal entre las cepas aviares y humanas. Los resultados obtenidos muestran la necesidad de implementar medidas sanitarias que conlleven a que en la producción se minimicen las condiciones que favorezcan la propagación de Salmonella entre las aves.


  Palabras clave: RFLP, Salmonella spp., IS200, dendrograma


  Abstract


  Molecular techniques, used for the genomic DNA analysis, as IS200 RFLP has shown to be efficient to solve phylogenetic and epidemiologic relationship between Salmonella spp., strains, isolated from poultry and human. Present study had the aim to determine whether the IS200 sequence was present in the Salmonella spp., strains isolated from both origins, to establish a possible transmition chain between both. Phylogenetic analysis of Salmonella strains showed 13 IS200 profiles that exhibit between 1 and 11 copies of the insertion sequence, located in a range size between 13 and 1.7kb. This work allowed to conclude that IS200 is an efficient, sensible and specific molecular marker, useful to epidemiological studies because it capacity of discriminating between different origin strains and showed the existence of a relationship between this strains.

  The results obtained in this work showed the necessity of implementing sanitary rules to minimize the propagation of Salmonella spp., in the poultry production.
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  Introducción


  Salmonella spp. es uno de los miembros más complejos de la familia Enterobacteriaceae con aproximadamente 2400 serotipos descritos hasta la fecha. Actualmente el género se clasifica en dos especies: S. enterica y S. bongori.


  En los últimos años se han introducido métodos moleculares de análisis cuyo poder de resolución ha aumentado la posibilidad de diferenciar entre las cepas bacterianas y ha permitido llevar a cabo estudios epidemiológicos más precisos. La comparación de cepas para establecer su identidad se basa en el hecho de que las cepas relacionadas epidemiológicamente provienen de la expansión clonal de un precursor único. Se entiende por clon una cepa que ha sido aislada independientemente de la fuente, en diferentes localizaciones o quizás en diferentes tiempos, pero que muestra caracteres fenotípicos y genotípicos significativamente parecidos, de manera que la explicación más lógica para esta similitud es el origen común (1).


  Las técnicas moleculares para el análisis de ADN cromosomal como el RFLP IS200 han demostrado ser un método eficiente para resolver relaciones filogenéticas y epidemiológicas entre cepas de Salmonella spp., aisladas de aves y humanos. En esta técnica la cantidad de copias de la secuencia de inserción (IS) IS200 varía en el genoma de Salmonella spp., entre 1 y 25 copias, la IS200 produce diferentes patrones para los distintos aislamientos de acuerdo a la talla molecular y al número de bandas del elemento genético; de esta manera se puede determinar si dichos microorganismos tienen un origen clonal común (2-5).


  El presente estudio tuvo como objetivo determinar si la IS200 estaba presente en las cepas de Salmonella spp., aisladas de aves de corral y de humanos, con el interés de establecer una posible cadena de transmisión entre aves y humanos.


  Materiales y métodos


  Cepas: entre 1997 y 1998 se recolectaron al azar 260 muestras de materia fecal de pacientes pediátricos con episodios esporádicos EDA en diferentes clínicas de Bogotá. Se recolectaron también muestras de hisopados cloacales, vísceras (hígado, ovario e intestino) y huevos provenientes de explotaciones aviares pertenecientes a zonas de los departamentos de Cundinamarca, Santander, Huila, Boyacá, Meta y Magdalena. Adicionalmente se recolectaron cepas de brotes esporádicos de salmonelosis aviar producidos en Fusagasuga y Bucaramanga en plántas avícolas tecnificadas (Tabla 1).


  La identificación bioquímica y serológica de Salmonella spp., se realizó de acuerdo a pruebas de laboratorio estandarizadas previamente. Las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos se realizaron por el método de difusión de Bauer & Kirby (6). Los antimicrobianos evaluados fueron trimetoprimsulfametoxazol (TMP-SXT) [25µg], norfloxacina (nor) [10µg], ampicilina (amp) [10µg], imipenem (imp) [10µg], cloranfenicol (cm ) [30µg] y gentamicina (cn) [10µg] (Oxoid). Extracción de ADN Plásmidico: La extracción de ADN extracromosomal se llevo a cabo a través de la técnica de lisis alcalina descrita por Sambroock et al., (7).


  Extracción de ADN cromosomal: Se utilizó la técnica descrita por Ausbel et al., (8).

  Análisis de restricción enzimática: Una vez obtenido el ADN cromosomal se llevó a cabo la digestión del mismo con la enzima EcoRI según experiencias previamente descritas (9, 10). La huella genómica producida por la digestión del ADN cromosomal de las cepas de Salmonella spp. fue transferida a una membrana de nylon HybondTM-N+ (Amersham) según el método descrito por Sambroock et al., (7).


  Preparación de la sonda: La sonda fue obtenida de la cepa de E.coli DH5a que contenía el plásmido pIZ46 (gentilmente donada por el Dr. Rubino Salvatore de la Universita Degli Studi Di Sassari, Italia).


  Tabla 1. Cepas de Salmonella spp., de origen humano y aviar NT: cepas no tipificables
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  Marcaje de la sonda IS200: Para el marcaje de la sonda se utilizó un sistema no radioactivo en el cual se empleó digoxigenina (DIG). La DIG está unida a dUTP por un enlace (debíl) ester-alcalino o un esteroide. El marcaje de la sonda se realizó por PCR con el Kit PCR ELISA DIG-LABELLING (Boehringer Mannheim), para amplificar el monómero de IS200. El volumen final de la mezcla utilizada para la reacción fue 50ul (10X tampón de PCR con MgCl2 DIG, 5ul de 1.25mM dNTPs y 0.35mM DIG-dUTP, pH 7.5 ± 0.2), 4ml de cada iniciador (M13mp18 directo y M13 reverso), 0.5ml de Taq DIG y 1ml del plásmido modificado. Una vez marcada la sonda IS200-DIG se continuó el trabajo para generar los RFLP del ADN cromosomal de las cepas de Salmonella spp., en estudio, utilizando como control positivo la secuencia de inserción IS200 sin marcar y como control negativo la cepa de E.coliATCC 25922.


  Interpretación del análisis de restricción: Los patrones fueron considerados diferentes, cuando al menos se detectó una banda polimórfica de ADN. La relación entre las muestras de ADN fue estimada utilizando el coeficiente de Jaccard (11-13).
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  Donde: a es el número de bandas deADN compartidas entre las cepas 1 y 2, b es el número de bandas de ADN presentes en 1 pero no en 2 y c es el número de bandas de ADN presentes en 2 pero no en 1.


  Resultados cercanos a 0 indicaron la presencia de patrones de RFLP diferentes (13). Para establecer la distancia genética según el RFLP entre las 55 cepas de Salmonella spp., estudiadas por esta técnica, se construyeron los dendrogramas utilizando una matriz de 0 (ausencia de bandas) y 1 (presencia de bandas) que fue procesada con el programa de computación .Statistica 5.1. de StatSoft, Inc. USA. 1997.
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  Figura 1. RFLP IS200 de cepas de Salmonella. Distribución de la secuencia de inserción IS200 en algunos de los aislamientos de Salmonella spp. (ADN digerido con EcoRI). Se observa Línea 1: marcador de talla molecular lHind III;Línea 2: cepa SE 22H; Línea 3: cepa 339 A; Línea 4: cepa 396 A; Línea 6: cepa 125H; Línea 7: cepa 285 A; Línea 8: cepa 935 A y Línea 9: cepa 75 H


  Resultados


  De las diferentes muestras recolectadas en el campo y en los hospitales se aislaron 55 bacterias con características bioquímicas correspondientes al género de Salmonella spp., 26 cepas se aislaron a partir de muestras humanas y 29 aviares. Después de realizar la identificación serológica de los aislamientos, se determinó que todas las cepas tanto de humanos como de aves correspondieron a Salmonella enterica Tabla 1. El 47.27% de las cepas fueron S. enterica subespecie enterica serovariedad enteritidis, 7.27% S. entérica subespecie enterica serovariedad typhi, 3.63% S. enterica subespecie enterica, serovariedad typhimurium, 1.81% para los serotipos S. enterica subespecie entérica serovariedad gallinarum y S. enterica subespecie enterica serovariedad serembam, el 38.18% restante de las cepas no fueron serotipificables.
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  Figura 2. Dendrograma de algunas cepas de Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad enteritidis de origen humano y aviar. Grupos G1, G2 y G3.


  De otro lado el 61.51% de las cepas de Salmonella aisladas de humanos no fueron serotipificables, el 15.38% se clasificaron como S. enterica subespecie enterica serovariedad enteritidis, 11.54% S. entérica subespecie enterica serovariedad typhi, 7.89% S. enterica subespecie enterica serovariedad typhimurium y el 3.84% restante como S. enterica subespecie enterica serovariedad serembam. Con respecto a las cepas de Salmonella aviares el 75.86% se clasificaron como S. enterica subespecie enterica serovariedad enteritidis, 3.45% S. enterica subespecie entérica serovariedad typhimurium, 3.45% Salmonella entérica subespecie enterica serovariedad gallinarum y el 17.24% de las cepas de Salmonella enterica se clasificaron como no serotipificables Tabla 1 .


  El comportamiento de la población de Salmonella spp., demostró que todas las cepas presentaron sensibilidad del 100% frente al imipenem (imp), mientras que el mayor porcentaje de resistencia (7.27%), se presentó contra trimetoprim sulfametoxazol (TMP-SXT) y gentamicina (datos no mostrados).


  Es importante resaltar que sólo 3 cepas mostraron resistencia a 2 antibióticos simultáneamente. Además, se observó que la resistencia antimicrobiana presentada por las cepas humanas fue mayor que la evidenciada por las cepas aviares. De las 9 cepas distribuidas entre humanas y aviares que presentaron resistencia a los antibióticos, 4 presentaron un plásmido de talla molecular aproximada a 2.15kb


  Las 4 cepas con plásmido resultaron resistentes a TMP-SXT, para verificar la responsabilidad de estos plásmidos frente a la resistencia a TMP-SXT fueron transformados en una cepa de E.coli sensible al antibiótico según describen Poutou et al., (14) (datos no mostrados) y se observó que una vez re-extraídos mostraron la misma talla molecular (2.15kb) y que permitía el crecimiento de la E.coli transformada en agar suplementado con TMP-SXT (50µg/ml), de esta manera se comprobó que la resistencia a dicho antibiótico era mediada por el plásmido aislado, a diferencia de la resistencia a los otros antibióticos de este estudio.


  El análisis delADN genómico con la enzima EcoRI mostró que todas las cepas tanto humanas como aviares contenían de 1 a 11 copias de IS200 Figura 1, localizadas en un rango entre 13.013kb y 1.11kb.


  Una banda de hibridación de ~2.5kb se presentó en todas las cepas a excepción de la cepa 173 H; sin importar el origen geográfico, el serotipo, ni la procedencia de los aislamientos. Las cepas de Salmonella enteritidis fueron clasificadas en tres grupos (G1, G2 y G3), que al mismo tiempo fueron subdivididos enA, B ó C: el grupo G1- A (cepas 3N, 27 A, 942 A, 943 A, 1998 A y 160H) poseía un perfil característico de dos bandas (2.849 y 2.502kb), el grupo G1-B (cepa 30 A) presentó una banda adicional de 1.147kb. El grupo G2 (15 aislamientos) resultó ser el patrón más representado con 3 subgrupos, G2-A con 5 bandas comunes (2.50, 2.84, 5.27, 6.011 y 7.79kb), el G2-B (cepas 11 A, 14 A, 28 A, 907 A, 926 A y 13 A) conformado únicamente por cepas aviares presentó una banda adicional de 1.86kb, el grupo G2-C (cepa 13 A y 2 H) carecía de la banda de 7.79kb. El grupo G3 estuvo conformado por 4 cepas de origen aviar de distintas regiones de Colombia con un perfil de RFLP IS200 conformado por 4 bandas adicionales con tallas moleculares de 10.10, 11.18, 12.68 y 13.10kb. En la figura 2 se pueden observar algunos de los miembros de los diferentes grupos generados en el análisis.


  Discusión


  Este es uno de los primeros trabajos que se lleva a cabo en Colombia sobre epidemiología molecular de Salmonella spp., utilizando como marcador la secuencia de inserción IS200. En el mundo el número de casos de salmonelosis ha aumentado significativamente desde hace dos décadas (15, 16). Aunque diferentes serotipos y fagotipos de Salmonella spp., se han visto involucrados en casos de salmonelosis, el incremento se ha asociado a salmonelosis zoonóticas donde los mayores reservorios han sido los animales de granja (17, 18) por contaminación de los alimentos, pollos y productos cárnicos. Por estos motivos es necesario se ha hecho necesaria la comparación de las cepas de Salmonella spp., aisladas de huevos, carne de pollo y los casos aislamientos de humanos para confirmar si tienen un origen clonal común.


  Las técnicas utilizadas para subtipificar y realizar estudios de epidemiología de Salmonella incluyen la serotipificación, el análisis de la resistencia a antibióticos, la fagotipificación (19), el análisis de los patrones de restricción del ADN y el análisis de los perfiles plasmídicos (20-23). En los últimos años la epidemiología molecular se ha convertido en el método más exacto para establecer relaciones filogenéticas entre cepas, debido a que está determinado por genes cromosómicos cuya presencia/ausencia no se ve afectada por condiciones ambientales ni por la presión selectiva de los elementos extracromosomales.


  En el presente estudio, entre las Salmonellas tipificables no se encontró ninguna relación entre el origen y el serotipo. S. enterica subespecie entérica serovariedad enteritidis fue el más representado con 47.27% seguido de S. enterica subespecie entérica serovariedad typhi con 7.27%. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por González y col. en España (24) con un porcentaje de 52% y 13% respectivamente, pero que difieren de los encontrados en Estados Unidos y en otros países europeos en los que el serotipo más prevalente fue typhimurium (25, 26).


  El análisis de las cepas de S. enteritidis con la enzima de restricción EcoRI mostró diferencias interserotipicas evidenciadas por el número de copias de IS200 (de 2 a 9 copias), aunque algunos estudios previos habían reportaron que la secuencia de inserción IS200 no debía ser utilizada para distinguir la relación clonal entre cepas de S. enteritidis, debido al bajo número de copias de (2 a 3 bandas) (27, 28, 4); es importante aclarar que en estos trabajos se utilizó la enzima Pst I para generar la huella genómica del ADN de las cepas de Salmonella.


  Este estudio muestra que la enzima EcoRI presenta mayor poder discriminatorio para el análisis de cepas pertenecientes a S. enteritidis. Con respecto a las cepas de S. enteritidis de origen humano (aislamientos 2H, 160H, 97H y 105H) IS200 separó las cepas aisladas en los grupos G1, G2 A y G2B, mostrando que las cepas a pesar de ser fenotípicamente iguales eran diferentes genotípicamente, lo normalmente haría más difícil tanto el tratamiento de la salmonelosis como el control sobre la diseminación de la infección.


  Los aislamientos de S. enteritidis de origen humano y aviar fueron caracterizados molecularmente como idénticos por RFLP IS200, sugiriendo que existe una relación filogenética entre los mismos, lo que comprueba la existencia de una cadena de transmisión, por lo que es necesario implementar medidas de control sanitario en las granjas avícolas para prevenir brotes de salmonelosis humana.


  Sin embargo, las infecciones aviares no son fáciles de erradicar debido a las condiciones que normalmente se manejan en la mayoría de las granjas; hacinamiento, malas condiciones higiénicas, empleo de incubadoras con aves enfermas, lo que genera la diseminación horizontal (ave-ave) y vertical transovárica (ave-huevo) (29).


  En cuanto a las cepas de S. enteritidis aviar se recolectaron cepas de 2 brotes de Salmonella en granjas avícolas de Cundinamarca y Santander; los aislamientos de Santander (277A, 285A, 339A, y 396A) muestran que el brote fue producido por dos serovariedades: S. typhimurium y S. enteritidis, pero dentro de esta última serovariedad se presentaron dos perfiles de RFLP IS200 (Figura 2), lo que sugiere la participación de 2 cepas distintas en dicho brote. Este hallazgo comprobó que la epidemiología molecular es un método eficaz para determinar si un brote es producido

  por una sola cepa o no, y de esta manera, implementar medidas de control y prevención de la dispersión del brote.


  En el brote de salmonelosis en Cundinamarca se aislaron 6 cepas (907, 926, 935, 942, 943 y 1998) que se identificaron como S. enteritidis pero se clasificaron en dos grupos de RFLP diferentes Figura 2. El resto de las cepas de S. enteritidis de origen aviar pertenecieron a casos esporádicos no relacionados y aislamientos de diferentes regiones del país de salmonelosis aviar pero que son importantes debido a la escasa información que se tiene acerca de estos, aunque constituyen la mayoría de los casos de salmonelosis en nuestro país. Estas cepas se encuentran dentro de los mismos grupos de RFLP IS200 de las cepas de los brotes humanos, sugiriendo que si existen las condiciones para que se favorezca la diseminación y que como consecuencia de ello se podrían presentar nuevos brotes de salmonelosis humana.


  Por último es importante resaltar que no se encontró relación epidemiológica alguna entre las zonas avícolas y los patrones de RFLP IS200, lo que demuestra que no existen infecciones causadas por Salmonella localizadas en una determinada región del país, sugiriendo la recirculación de las cepas epidémicas en Colombia quizás debido a la posible utilización de pies de cría infectados. Los 3 grupos de Salmonella enteritidis establecidos en este estudio, no muestran una variedad intraserotípica lo suficientemente grande para inferir que pertenecen a 3 líneas clonales diferentes, sino que las cepas que están circulando tanto en humanos como en aves se encuentran estrechamente relacionados, lo que permitirá en el futuro el desarrollo de técnicas mejores para el control de la salmonelosis en el país.


  Es importante resaltar que a pesar de que las cepas aisladas de aves son una fuente de contaminación para los humanos, no son la única vía de diseminación de este microorganismo porque en las cepas de origen humano se aislaron grupos y serovariedades que no estaban presentes en las aves.


  En cuanto a la resistencia antimicrobiana a los seis antibióticos, se encontró que la mayor parte (83,64%) eran sensibles a todos ellos, un 10.9% era resistente a un sólo antibiótico y solamente 3 (5.45 %) cepas fueron resistentes a 2 antibióticos. En contraste en un estudio de Hermans et al., en Bangladesh (30), quienes hallaron una resistencia del 96% en las que 67% eran multirresistentes.


  En este estudio no puede hablarse de alta resistencia a un antibiótico determinado, ni de una correlación entre serotipo y perfil de resistencia. De todas formas la resistencia antibiótica se consideró de poco valor epidemiológico por el bajo número de cepas resistentes analizadas. Es importante destacar la resistencia de las cepas aviares (10.34%) ya que el uso indebido de antibióticos en medicina veterinaria tiende a generar un incremento en la resistencia antimicrobiana de bacterias patogénicas para humanos, convirtiéndose en un grave problema de salud pública, teniendo en cuenta la naturaleza zoonótica de Salmonella.


  Aunque el perfil de plásmidos ha sido previamente utilizado para la epidemiología molecular de Salmonella y de otros microorganismos (31, 14), en este estudio fue imposible establecer alguna correlaci ón epidemiológica usando dicha estrategia debido a que la mayoría de las cepas recolectadas no poseían plásmidos o sólo uno, como ocurrió también en un estudio realizado por Martinelli y Altwegg (32), de esta forma el análisis de las cepas de Salmonella por medio del perfil plasmídico en este estudio mostró un potencial de discriminación limitado por una tasa de aparición plasmídica relativamente baja. En contraste con este trabajo, un estudio de Vatopoulos (33) utilizó el análisis plasmídico para diferenciar 21 cepas de S.enteritidis en 5 grupos distintos.


  Aunque los métodos de tipificación como serotipificación, biotipificación, perfiles plasmídicos y resistencia antimicrobiana son utilizados para subtipificar cepas de Salmonella, investigaciones entre cepas de Salmonella aisladas de casos epidemiológicamente relacionados llegan a ser del mismo serotipo. Sin embargo, al realizar pruebas adicionales como sensibilidad a antibióticos y contenido plasmídico son limitados para establecer relaciones epidemiológicas entre subgrupos (31). Por lo tanto, estos marcadores fenotípicos deben ser asociados a marcadores moleculares como el RFLP-IS200, que es una herramienta útil para estudios epidemiológicos y caracterización de aislamientos humanos y aviares, porque proporciona un medio altamente seguro para evaluar la diseminación de las infecciones por Salmonella spp., ya que es posible investigar como una cepa se mueve a través del tiempo entre diferentes regiones o dentro del mismo brote.


  Esta investigación muestra que los marcadores fenotípicos y genotípicos deben ser utilizados no únicamente para determinar si los aislamientos son de un mismo clon, si no también para caracterizar cepas para de esta forma identificar reservorios y/o fuentes de contaminación que permiten determinar el origen de la infección. De esta forma se logró demostrar, que IS200 es un marcador molecular eficiente y sensible para estudios epidemiológicos porque discrimina entre cepas de diferentes orígenes y facilita el establecimiento de cierto grado de relación entre cepas aisladas de un origen determinado.


  Esta investigación evidenció la necesidad de implementar estudios de epidemiología molecular como el RFLP IS200, en comunidades hospitalarias y poblaciones avícolas para conocer la historia natural de la enfermedad y el seguimiento de las enfermedades infecciosas como también para prevenir futuros casos esporádicos y brotes de salmonelosis que perjudican la salud pública y que tienen graves consecuencias económicas en la industria avícola.
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  Resumen


  Entre los errores innatos del metabolismo (EIM) que son defectos bioquímicos de origen genético se encuentra: la homocistinuria y la deficiencia de adenilosuccinato liasa (EC 4.3.2.2) (ADSL), la primera es frecuentemente producida por deficiencia de la cistationina ß sintasa (EC 4.2.1.22) (CßS) enzima que interviene en el catabolismo del aminoácido esencial metionina, la segunda es un defecto en el metabolismo de las purinas. Las manifestaciones clínicas de estas deficiencias son: para la CßS se comprometen sistemas del organismo como el ocular, músculo esquelético, vascular y sistema nervioso central; en el caso de ADSL, se presenta retardo mental, convulsiones, rasgos autistas, movimientos involuntarios, espasmo e hipoplasia cerebral.


  En este trabajo se escribe la secuencia utilizada en el diagnóstico de la homocistinuria y de la ADSL, a partir del uso de métodos químicos, bioquímicos y moleculares. Se estudiaron pacientes con sospecha clínica de estar afectados por un EIM; se emplearon las pruebas químicas como el nitroprusiato de sodio y de plata; separación de aminoácidos en plasma y orina por cromatografía de capa fina, técnicas bioquímicas para cuantificar la enzima CßS y técnicas moleculares para identificar la mutación que produce la homocistinuria. En el caso de la ADSL el diagnóstico se realizó por medio del test de Bratton Marshall con el cual se identifica la presencia de metabolitos de las purinas; luego por cromatografía de alta resolución (HPLC) para separar, identifica y cuantifica las succinilpurinas. Para el caso de la homocistinuria los resultados de nitroprusiato de sodio y de plata fueron positivos, la cuantificación enzimática mostró deficiencia de CßS y se llegó a identificar la presencia de una mutación. En el caso de la deficiencia de ADSL el test de Bratton Marshall fue positivo y la cuantificaron de metabolitos de las purinas se encontró aumentada.


  Palabras Claves: Cistationina ß sintasa, deficiencia de adenilosuccinato liasa, Homocistinuria, metabolismo purinas, retardo mental, test de Bratton Marshall.


  Abstract


  Among the innate errors of the metabolism (EIM) that are biochemical defects of genetic origin is: the homocistinuria and the deficiency of adenilosuccinato liasa (EC 4.3.2.2) (ADSL), the first one is frequently taken place by deficiency of the cistationina ß sintasa (EC 4.2.1.22) (CßS) enzyme that intervenes in the catabolismo of the amino acid essential metionina, the second are a defect in the metabolism of the purinas. The clinical manifestations of these deficiencies are: for the CßS they commit systems of the organism like the ocular, skeletal, vascular muscle and central nervous system; in the case of ADSL, mental retard is presented, convulse, autistic features, involuntary movements, spasm and cerebral hipoplasia. In this work the sequence is written used in the diagnosis of the homocistinuria and of the ADSL, starting from the use of chemical, biochemical and molecular methods.


  They were studied patient with suspicion clinic of being affected by a EIM; the chemical tests were used as the nitroprusiato of sodium and of silver; separation of amino acids in plasm and he/she urinates for biochemical fine, technical layer cromatografía to quantify the enzyme CßS and technical molecular to identify the mutation that produces the homocistinuria. In the case of the ADSL the diagnosis was carried out by means of Bratton Marshall test with which the presence of metabolitos of the purinas is identified; then for cromatografía of high resolution (HPLC) to separate, to identify and to quantify succinilpurinas. For the case of the homocistinuria the results of nitroprusiato of sodium and of silver they were positive, the enzymatic quantification showed deficiency of C?S and you ended up identifying the presence of a mutation. In the case of the deficiency of ADSL Bratton Marshall test was positive and they quantified it of metabolitos of the purinas it was increased.


  Key words: Cistationina ß sintasa, deficiency of adenilosuccinato liasa, Homocistinuria, metabolism purinas, mental retard, test of Bratton Marshall.


  Introducción


  Los EIM son desordenes bioquímicos, de origen genético, ocasionados por un defecto en la estructura de las moléculas proteicas involucradas en alguna vía metabólica, cambio que afecta la función catalítica y como resultados produce acumulación del sustrato y formación insuficiente del producto (1).


  Cada día crece el interés del personal médico por obtener información que permita realizar un diagnóstico y tratamiento oportuno de estas patologías. Los EIM individualmente son poco frecuentes pero en conjunto existe una gran diversidad y una creciente y continua descripción de nuevos casos. La mayoría de estas patologías se heredan de forma autosómica recesiva.


  Entre estas patologías están la enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce (MSUD), acidemias orgánicas, galactosemia, acidosis láctica, ciclo de la urea, trastornos de la ß-oxidacion. Los EIM se pueden clasificar en 5 grupos así: Grupo I: tipo intoxicación: se encuentran tres categorías: a, b y c, según estén o no presentes diversos grados de deshidratación, cetoacidosis e hiperamonemia.


  Los tres comparten una clínica neurológica progresiva y severa. Un ejemplo de este tipo es la enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce. El Grupo II: tipo déficit energético: se subdivide en a y b, según predomine la disfunción hepática o el binomio hipotonía-polipnea; en la clínica lo más relevante son los síntomas neuromusculares. Un ejemplo son los trastornos en la B-oxidación y la acidosis láctica. El Grupo III: tipo hepatomegaliahipoglucemia: se clasifica en a y b, según el síndrome sea único o asociado a ictericia y afectación hepática preferentemente, el grupo III b se caracteriza por la ausencia de alteraciones bioquímicas. El Grupo IV: predomina las convulsiones en este grupo se puede clasificar la deficiencia de adenilosuccinato liasa. El Grupo V: predomina la tendencia tesaurismótica dentro de este grupo se encuentra la homocistinuria. Los EIM pueden debutar en el periodo neonatal, lactante, infantil o adulto (1-2). El diagnóstico general de los EIM se realiza a través de los siguientes niveles:


  1. Identificación de los metabolitos en los fluidos biológicos (orina, sangre, líquido cefalorraquídeo)


  2. Cuantificación de la enzima involucrada.


  3. Confirmación de la mutación por técnicas de biología molecular. A nivel general el proceso para realizar el diagnostico de los EIM se presenta en la Figura 1.
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  Figura 1. Diagnóstico de los EIM. Los EIM se estudian siguiendo la secuencia que se presenta en la figura 1. PCR, reacción en cadena de la polimerasa. SSCP. (single strand conformational polymorphism). RFLP, (restriction fragment lenght polymorphism).


  Este EIM se caracteriza por el aumento de homocisteína en orina y se debe en la mayoría de los casos a una deficiencia de cistationina â sintasa (EC 4.2.1.22)(CBS). Esta enzima interviene en el catabolismo del aminoácido esencial conocido como metionina Figura 2. La CâS es un homotetrámero dependiente del cofactor piridoxal fosfato (PLP) y condensa la serina con la homocisteína para producir cistationina en un paso irreversible en el proceso de transulfuración de la metionina (3).


  Las manifestaciones clínicas de la deficiencia de la CßS son variables con compromiso de diferentes sistemas del organismo como ocular (miopía grave y luxación del cristalino), esquelético (osteoporosis, escoliosis, hábitos marfanoides), sistema vascular (arteriosclerosis, prematura) y sistema nervioso central (retardo mental, convulsiones y trastornos psiquiá- tricos) (4).


  Deficiencia de la Adenilosuccinato Liasa (ADSL): Es una enfermedad autosómica recesiva debido a un defecto en la vía de síntesis de las purinas (5), la adenilosuccinato liasa es la enzima que cataliza dos pasos importantes en la vía de formación delATP, el primer paso es la formación de AICAR (aminoimidazol carboxamida ribosil-5-fosfato) a partir de SAICAR (aminoimidazol succinil carboxamida ribosil-5-fosfato), en la síntesis de novo de los nucleótidos de purina. La segunda reacción que cataliza la enzima es la conversión de Adenilsuccinato (S-Ado) a AMP en la ruta donde se forma ATP a partir de IMP, Figura 3. El diagnóstico se realiza con la sospecha clínica seguido de la identificación de succinil purinas SAICAR y S-Ado en líquidos corporales por medio del test de Bratton Marshall en orina (6).


  Esta enfermedad cursa con un cuadro clínico muy variable, el principal síntoma en la mayoría de los pacientes diagnosticados es el retardo del desarrollo psicomotor severo (7). En el periodo neonatal se puede encontrar retardo en el crecimiento, hipotonía, movimientos involuntarios de las extremidades, daño o atrofia muscular, espasmo e hipoplasia cerebral, en la infancia el paciente puede cursar con retardo mental, acompañado de convulsiones, epilepsias y rasgos autistas. El gen de la ADSL se encuentra localizado en la región 22q13.1- q13.2 (8)
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  Figura 2. Metabolismo de la homocisteína. La homocisteína es metabolizada por la vía de transulfuración con las enzimas Cistationina â sintasa CBS (2), Cistationasa (3), Sulfito oxidasa (4), y por la vía de la remetilación con las enzimas Metiléntetrahidrofolato reductasa, MTHFR (5), Metionina sintasa (6) y de Betaína –homocisteína metiltransferasa (7). Modificado de Skovby (1996) Tomado de las guías de laboratorio de “Errores Innatos”
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  Figura 3. Vía de síntesis de las purinas. Tomado de Yanes AV, Monaga MC (9).


  En el presente trabajo se describe la aproximación al diagnóstico de homocistinuria, la confirmación del EIM se realizó cuantificando la actividad de la CBS en fibroblastos y se utilizaron técnicas de biología molecular para detectar la mutación que produce la enfermedad en los pacientes (10). El diagnostico de ADSL se realizó por métodos bioquímicos.


  Metodología


  Se estudiaron dos pacientes con características clínicas que hicieron sospechar un error innato del metabolismo, previa aceptación del consentimiento informado. A continuación se presenta cada uno de los casos y el proceso seguido para llegar al diagnóstico de la enfermedad.


  Paciente N°1: sexo masculino, 7 años de edad, normal al nacimiento posteriormente inicia cuadro de convulsiones, retraso psicomotor, problemas oculares y deformidades esqueléticas, características que hicieron sospechar homocistinuria.


  Paciente Nº 2: sexo masculino, padres consanguíneos presentó en la época neonatal síntomas de hipotonía, rechazo a la alimentación, antecedente de hermano fallecido en la época neonatal.


  La aproximación al diagnóstico de homocistinuria se realizó utilizando la siguiente secuencia:
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  Figura 4. Diagrama diagnóstico para la homocistinuria


  La presencia de aminoácidos sulfurados como la homocisteína y cistina son evidenciados con la técnica colorimétrica de nitroprusiato de sodio (11). Utilizando esta técnica los sulfhídrilos oxidados, son reducidos inicialmente con cianuro de sodio, para luego reaccionar con el nitroprusiato de sodio (con grupos sulfhídrilos libres), produciendo una coloración de rosa púrpura. Para diferenciar entre homocisteína y cistina se utiliza la técnica del nitroprusiato de plata: la homocistina es reducida a la forma reactiva (homocisteína) por el nitrato de plata, mientras que la cistina permanece en la forma oxidada (no reactiva). La homocistina reacciona con el nitroprusiato para dar un complejo púrpura.


  Posteriormente se realizó cromatografía de aminoácidos en capa fina para separar los aminoácidos en sangre y orina. Esta prueba permitió evidenciar el aumento de metionina en sangre y en orina. Luego se realizó la cuantificación de estos aminoácidos utilizando cromatografía liquida de alta resolución, y el método inmunológico IMX de Abbott© para cuantificar la homocisteína plasmática. Se realizó cromatografía de gases acoplado a espectrofotometría de masas para descartar un aumento de ácido metilmalónico y de homocisteína, como consecuencia de la deficiencia de vitamina B12. La cuantificación de la enzima CßS se realizó en cultivo de fibroblastos, procedentes de biopsia de piel, utilizando como sustratos la homocistina y la serina marcada con 14C. Para aplicar técnicas de biología molecular fue necesario hacer extracción de DNA, por el método de Wizard. Aplicando la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), posteriormente se procedió a realizar se amplificaron los exones 3 y 8 de la CßS, donde se han reportado el mayor número de mutaciones (3).


  . SSCP (single strand conformational polymorphism): se utiliza para delimitar el lugar de la mutación en un exón específico de un gen determinado. Consiste en desnaturalizar los fragmentos de DNA amplificados y separarlos en un gel de acrilamida en condiciones no desnaturalizantes. El DNA durante la electroforesis va adquiriendo estructuras complejas dependiendo de su conformación que viene dictaminada por la secuencia de nucleótidos, el cambio de una sola base es suficiente para producir un patrón de bandas diferentes de los que no tiene la mutación (11).


  RFLP (restriction fragment lenght polymorphism): Se utilizan enzimas que van a reconocer una secuencia especifica de nucleótidos (sitio de restricción) en el producto amplificado del ADN; usualmente son de 4 a 10 pb denominándose diana de restricción y cortan el ADN en esa zona (11)


  Cromatografía liquida de alta resolución en fase reversa: El sistema HPLC esta acoplado a un detector de diodos que permite al análisis espectral a 254 a 280 nm. La identificación de succinil purinas se realiza por el método descrito por Simmonds (11) en orina, y modificado para plasma y liquido cefalorraquídeo (LCR) así: 50 ml del volumen del ultrafiltrado de LCR o plasma. El gradiente lineal se correrá con el solventeAal 100 % (acetato de amonio, ajustado a un pH 5 con ácido acético glacial) y el solvente B al 20 % (metanol-acetonitritotetrahidrofurano 80:10:10, v/v) por más de 40 minutos usando un índice de flujo de 0.5 ml/min.


  La deficiencia de adenilosuccinato liasa se diagnostic ó según el esquema que aparece al inicio de la página siguiente.


  . Test de Bratton-Marshall: Esta prueba detecta SAICAR, mediante la amina libre en el compuesto de SAICAR reacciona con el nitrito de sodio formándose una sal en un medio ácido, luego, este compuesto forma un complejo con N-1-napthylenediamine

  dihydrochloride (NEDA) dando como resultado una coloración púrpura. Posteriormente se realiza una curva de calibración para determinar las concentraciones de SAICAR en orina y otros líquidos corporales teniendo en cuenta que la absorción del compuesto se lee a 555 nm con un patrón comercial (6).
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  Figura 5. Diagrama diagnóstico para la deficiencia de adenilosuccinato liasa


  Tabla 1. Identificación y cuantificación de metabolitos de metionina en sangre, orina en el paciente N°1.
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  Resultados


  En la tabla 1 se presentan los resultados correspondientes a los análisis cualitativos (nitroprusiato de sodio y de plata) y cuantitativos (cuantificación de homocisteína y cuantificación de la actividad de CßS en cultivo de fibroblastos. Identificación de una mutación en el exon 8 de la CßS así como la identificación de la mutación que afecta al paciente N° 1 con características clínicas de homocistinuria.


  El tamizaje molecular para identificar la mutación utilizando SSCP mostró los resultados que se muestran en la Figura 6.


  En el paciente N° 2 los resultados fueron los siguientes: la prueba cualitativa o test de Bratton-Marshall en muestra de orina dio color púrpura el cual evidencia la presencia de metabolitos de las purinas. En la anterior tabla se muestran los metabolitos de las purinas (S-Ado, SAICAR, S-Ado/ SAICAR) que se encontraron aumentadas en el paciente N° 2
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  Figura 6. SSCP del exón 8 de cistationina ß sintasa. Carril 1: control normal; Carriles 2, 4, 5, 6, 7: individuos afectados con patrón de migración normal; Carril 3: paciente N°1 afectado con patrón de migración anormal.
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  Figura 7. Test De Bratton-Marshall.


  Tabla 2. Análisis de succinilpurinas en plasma y líquido cefalorraquídeo del paciente N° 2 LCR: Líquido Cefalorraquídeo, S-Ado; succiniladenosina; SAICAr: succinilaminoimidazole carboxamida ribosa;nd: no detectable.
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  Discusión


  Los EIM son trastornos bioquímicos de origen genético. El diagnostico temprano permite instaurar el tratamiento para evitar las secuelas que estos defectos producen. En el caso de no disponer de un tratamiento efectivo, es importante hacer el diagnóstico para realizar consejería genética a la familia. Entre estas enfermedades se encuentra la homocistinuria y la deficiencia de adenilosuccinato liasa las cuales producen desequilibrios químicos importantes en el organismo provocando un deterioro gradual de la salud.


  Para realizar un diagnóstico preciso de estas enfermedades se debe tener en cuenta la presentación clínica, la cual a pesar de ser variable, muestra algunas manifestaciones clínicas que son orientadoras. En la homocistinuria las características clínicas más importantes están la aparición de problemas oculares antes de los 5 años y deformidades esqueléticas antes de los 15 años. En el caso de ADSL la presencia de severa hipotonía en el periodo neonatal y en la infancia retardo mental, convulsiones, epilepsias y rasgos autistas son manifestaciones clínicas de este defecto metabólico.


  Una vez establecida la sintomatología del paciente se procede a realizar las pruebas químicas que dan una orientación del problema metabólico; en la homocistinuria el nitroprusiato de sodio y de plata son positivos. El aumento de metionina y homocisteína encontrado al separar y cuantificar estos metabolitos permiten establecer con mayor certeza el diagnóstico que es confirmado por cuantificación de la enzima involucrada (14). La búsqueda de la mutación se puede abordar utilizando SSCP Figura 6, que mostrará un patrón de bandas diferentes entre los normales y los que tienen la mutación, a estos últimos se realiza secuenciación del exón correspondiente y la confirmación de la mutación mediante RFLP.


  Es importante verificar si la mutación encontrada responde al tratamiento que consiste en la combinación de piridoxina, ácido fólico y vitamina B12, de lo contrario es necesario hacer restricción de metionina y suplemento de cistina y adicionar betaína para la remetilación de la homocisteína a metionina (3). Realizar una secuencia de estudio utilizando métodos químicos, bioquímicos y moleculares como los que se describen en este trabajo, permitirán identificar y confirmar el defecto metabólico que conduce a las manifestaciones clínicas de la enfermedad, como en el caso de la homocistinuria. Por otra parte, establecer la respuesta al tratamiento y hacer un pronóstico del resultado del tratamiento.


  Para la deficiencia de ADSL, el diagnóstico se basa en la detección de metabolitos marcadores presentes en los fluidos biológicos orina sangre y líquido cefalorraquídeo, este aumento implica que el metabolismo de las purinas está alterado y como consecuencia la síntesis de macromoléculas que incorporan estas bases nitrogenadas estará afectado.


  La identificación de esta enfermedad metabólica se realiza fácilmente utilizando el test de Bratton- Marshall Figura 7, método es simple, de bajo costo, que utiliza muestras de orina impregnadas en papel de filtro facilitando, el transporte y el almacenamiento de las muestras.


  Hasta el momento no está disponible un tratamiento efectivo, sin embargo, algunos pacientes han sido tratados con administración oral de D-ribosa. Se recomienda que en todos los pacientes con afectación neurológica de etiología desconocida sea investigado este desorden metabólico con el fin de proporcionar consejería genética a los padres (14).


  Conclusiones


  . Las pruebas colorimétricas (nitroprusiato de sodio, nitroprusiato de plata y el test de Bratton-Marshall) son sencillas, de bajo costo y muy útiles en la aproximación al diagnóstico de los EIM como es el caso de la homocistinuria y la deficiencia de ADSL respectivamente.


  . Las técnicas moleculares permiten detectar la mutación que conducen a las manifestaciones clínicas de la enfermedad y conocer la respuesta al tratamiento favoreciendo de esta manera un manejo adecuado para el paciente.
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  Resumen


  Los sistemas de transporte como las lanzaderas mitocondrial/citosólicas son importantes para las funciones integrativas del cerebro en desarrollo. Para facilitar su estudio y conocer el papel que estos sistemas de transporte puedan tener en células cerebrales se ha empleado trasadores radiactivos en cultivos primarios. En este trabajo se evaluaron las velocidades de oxidación (respiración) y lipogénesis utilizando lactato que es el principal sustrato cerebral durante la prelactancia en astrocitos en cultivo primario. Se determinó las concentraciones mínimas de inhibidores que interactúan con las principales lanzaderas de manera que no fueran tóxicos para las células, pero que su vez permitieran observar efectos metabólicos. Se utilizó L-[U-14C]- lactato (1 MCi), L-lactato (10.5 mM) en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de inhibidores enzimáticos como el dicloroacetato (DCA), un inhibidor de la piruvato deshidrogenasa quinasa y el aminooxiacetato (AOA), un inhibidor de la aspartato aminotransferasa e inhibidores del transporte mitocondrial como el butilmalonato (BM), un inhibidor del transporte de dicarboxilatos y específicamente del L-malato y el 1,2,3-benceno tricarboxilato (BT) un inhibidor del transporte de tricarboxilatos. Los resultados sugieren que a concentraciones de 1 mM de DCA y de 5 mM de AOA, BM y BT son suficientes para evaluar efectos metabólicos en células cerebrales durante el periodo perinatal.


  Palabras claves: astrocito, inhibidor, lipogénesis, metabolismo, respiración.


  Abstract


  The transport systems such as the mitochondrial/cytosolic shuttles are important for the integrating functions of the brain in development. To facilitate their study and to know the rol that these transport systems could have in cerebral cells, radioactive tracers in primary cultured have been used. In this work the oxidation (respiration) and lipogenic rates were evaluated using lactate which is the main cerebral substrate during the presucking in astrocytes in primary cultured, being focused in determinating the minimal inhibitors concentrations that interact with the main shuttles without toxic effects on tested cells; these concentrations must allow us to observe metabolic effects at the same time. Uses of L-[U-14C]-lactato (1 MCi), L-lactato (10.5 mM) in absence and presence of different concentrations of enzymatic inhibitors as dichloroacetate (DCA), an inhibitor of pyruvate dehydrogenase kinase and aminooxyacetate (AOA), an inhibitor of aspartate aminotransferase and inhibitors of the mitochondrial transport like butylmalonate (BM), an inhibitor of the dicarboxilic acid transport and specifically of L-malate and the 1,2,3-benzene tricarboxylate (BT) an inhibitor of the tricarboxilic acid transport. The results suggest that concentrations of 1 mM of DCA and of 5 mM of AOA, BM and BT are enough to evaluate the metabolic effects in cerebral cells during the perinatal period.


  Key words: astrocyte, inhibitor, lipogenic, metabolism, respiration.


  Introducción


  Resultados obtenidos en cortes de cerebro, células cerebrales aisladas, así como en neuronas y astrocitos en cultivo primario han demostrado que el lactato es un extraordinario sustrato cerebral alternativo durante el período perinatal (1-5), siendo utilizado como metabolito energético y precursor lipogénico inmediatamente después del nacimiento (6-8). Las elevadas concentraciones de lactato plasmático (8-10,5 mM), así como su rápido consumo durante las dos primeras horas de vida extrauterina, sugieren que este sustrato satisface las necesidades energéticas del cerebro en este período (9).


  Además de servir como precursor de piruvato, el lactato es utilizado por los astrocitos para exportarlo hacia las neuronas (10, 11). En la mitocondria astrocitica, tanto el piruvato como el acetil-CoA, sustrato y producto principales del complejo piruvato deshidrogenasa (PDHC), ocupan una posición clave en el metabolismo al constituir encrucijadas de vías metabólicas. El PDHC se inactiva por fosforilación y se activa por defosforilación. Estas modificaciones son catalizadas, respectivamente, por una piruvato deshidrogenasa quinasa y una piruvato deshidrogenasa fosfatasa. Se sabe que el dicloroacetato (DCA) es un activador del PDHC, a través de la inhibición de la piruvato deshidrogenasa quinasa, la enzima que fosforila la subunidad a del complejo. Por tanto, se quiso estudiar la importancia de la activación del PDHC, haciendo una serie de experimentos en presencia de DCA, usando cultivos de astrocitos.


  Por otro lado, en el cerebro en desarrollo existen varios sistemas para el transporte de carbonos de la mitocondria al citosol tales como el transportador de tricarboxilatos responsable del transporte de citrato, cis-aconitato e isocitrato; el transportador de dicarboxilatos responsable del transporte de L-malato, succinato y también de citrato; y la lanzadera del N-acetil-L-aspartato, responsable del transporte de acetil-CoA y aspartato en la forma de NAA. Durante el período prenatal se puede estudiar la relación funcional entre las oxidaciones NAD+ exógenas y endógenas unidas a L-malato y las deshidrogenases NADH dependientes mitocondriales y el efecto sobre el transporte de citrato al citosol como precursor lipogenico, utilizando inhibidores como el aminooxiacetato (AOA), un inhibidor de la aspartato aminotransferasa, el butilmalonato (BM), un inhibidor del transporte de dicarboxilatos y específicamente del L-malato y el 1,2,3-benceno tricarboxilato (BT) un inhibidor del transporte de tricarboxilatos.


  Con el empleo de sustancias que intervienen en el metabolismo y en el transporte, especialmente de algunos de los intermediarios de la glucólisis y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) en astrocitos en cultivo primario se busca tratar de interpretar la compartimentación complicada durante el desarrollo del cerebro y entender cómo se afecta la homeostasis en general y la lipogénesis en particular de este tipo de células. El empleo de inhibidores metabólicos y del transporte han permitido evaluar la actividad de algunas vías durante periodos específicos del desarrollo en células específicas, sin embargo, hay que buscar la concentración mínima de este tipo de sustancias que active o inhiba un proceso sin inducir necrosis o apoptosis. En este sentido, la primera aproximación para estudios metabólicos in vitro, es determinar las concentraciones mínimas de inhibidores claves del transporte mitocondrial e inhibidores enzimáticos que permitan observar alteraciones en las vías oxidativa y lipogénica.


  Materiales y métodos


  Cultivos primarios de astrocitos fueron preparados de cerebros de neonatos de 1 día de ratas albinas Wistar (1, 12, 13). Las células fueron sembradas en frascos Roux con una densidad de 9 x 106 células/ml y mantenidas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), al cual se le adicionó bicarbonato de sodio anhidro (3.7 g/l) (316 mOsm/kg H2O) y fue suplementado con suero fetal bovino (FBS) (10%), ampicilina, estreptomicina, anfotericina y penicilina a 37°C en un incubador con 5% de CO2. Una vez las células formaron una capa confluente y quiescente (a los 13 días los astrocitos), fueron utilizadas para los experimentos y para hacer el contaje celular (2, 14, 15). A las células se les hizo una caracterización inmunocitoquímica, determinando la presencia de proteína fibrilar ácida de la glía (GFAP) para el cultivo de astrocitos (16, 17).


  Para conocer el efecto sobre el metabolismo del lactato, astrocitos de 13 días en cultivo, se incubaron a 37°C durante una hora, en tampón fosfato a pH 7.4 (Elliot, 1969), que contiene L-lactato (10.5 mM) y L- [U-14C]-lactato (1 µCi)(100-500 dpm/nmol). Para estudiar el efecto sobre el funcionamiento de las lanzaderas de carbono, es decir, aquellos mecanismos de transporte de carbonos entre la mitocondria y el citosol, se determinaron las velocidades de oxidación (respiración) y lipogénesis en presencia de concentraciones variables de inhibidores enzimáticos e inhibidores del transporte.


  Composición del medio Elliott de incubación.


  Esta solución tiene una composición aproximada a la del fluido cerebro espinal. Tiene más baja concentración de calcio que el medio Krebs y Henseleit, pero aproximadamente la misma cantidad de calcio ionizado en el plasma. El calcio tiende a precipitar con el fosfato, para asegurarse que no precipita, se adiciona una solución que tenga como máximo una concentración de 11 mM en fosfato de sodio (18). La composición definitiva fue: NaCl (122 mM), KCl (4.8 mM), KH2PO4 (0.4 mM), MgSO4 (1.2 mM), CaCl2 (1.3 mM), preparado en tampón fosfato sódico 10.8 mM a pH=7.6. Extemporáneamente, el pH se ajustó a 7.4, se filtró (0.22 µm poro) y se gaseó con oxígeno durante dos horas (292.4 mOsm/kg H2O).


  Preparación de las soluciones para las incubaciones. Se ha elegido, de modo general, concentraciones saturantes de L-lactato (10.5 mM) según trabajos previos (1-3). Se hizo determinación cuantitativa del substrato frío en el medio previamente a la incubación (19) así como para calcular la actividad específica (dpm/nmol). Los inhibidores empleados fueron: ácido dicloroacético (DCA) (CHCl2COOH), ácido aminooxiacético (AOA) (H2NCOCOOH), ácido butilmalónico (BM) [CH3(CH2)3CH(COOH)2] y ácido 1,2,3 - bencenotricarboxílico (BT) hidratado (C9H6O6.H2O). Se tuvo en cuenta las concentraciones de estos inhibidores para ajustar la osmolaridad a valores cercanos a 315 mOsm/kg H2O. A 1.5 ml de medio de incubación Elliott, con los respectivos sustratos fríos por frasco Roux, se adicionaron, de acuerdo al experimento, los trazadores radiactivos con y sin inhibidor. De cada solución se tomaron 100 µL para determinar la radiactividad inicial necesaria para calcular la actividad específica (dpm/nmol).


  Incubación con cultivos primarios de astrocitos.


  Se emplearon astrocitos de 13 días en cultivo, que habían crecido en frascos tipo Roux. Después de retirar el medio de cultivo se lavaron los frascos 2 veces con PBS y se añadió el medio de incubación (18), con los substratos fríos y radiactivos deseados sin y con el inhibidor. Para ello se incuban a 37°C durante una hora en tampón fosfato a pH 7.4 (Elliott, 1969) que contiene: L-lactato (10.5 mM), L-[U-14C]-lactato (100-500 dpm/nmol), en ausencia o presencia del inhibidor. Se emplearon las siguientes concentraciones: para dicloroacetato (5 µM, 25 µM, 50 µM, 500µMó 1000 µM); aminooxiacetato (5 mM ó 10 mM); butilmalonato (5 mM ó 10 mM);1,2,3- bencenotricarboxilato (5mMó 10 mM).


  Posteriormente se gasearon los frascos con O2 durante 30 segundos, se cerraron herméticamente con un tapón de goma y se incubaron a 37°C. En paralelo se llevaron frascos sin células pero con medio de incubación y sustratos fríos y radiactivos. Estos frascos sirvieron de blanco. Para finalizar la incubación los frascos se enfriaron a 4°C (2, 3).


  Cuantificación de CO2. Para capturar el 14CO2 producido durante la incubación se empleó el método descrito por Sykes, con algunas modificaciones (20, 21). Para capturar el CO2 se utilizó un matraz Erlenmeyer con un pocillo central que soportaba un eppendorf con 500 µl de hidróxido de hiamina, que se utiliza para atrapar el CO2 en los experimentos de respiración y tiene como característica la de emitir quimioluminiscencia de baja energía (apantallamiento). En el pocillo principal se adicionó 100 µl de KOH (10 M) después de lo cual se selló herméticamente con un tapón de goma.


  Sin destapar el frasco de cultivo, se extrajo con una jeringuilla el medio de incubación y se inyectó en el correspondiente matraz erlenmeyer previamente preparado. Se lavó la monocapa de células con PBS que posteriormente fue recuperado en su respectivo matraz. Se inyectaron 2 ml de KOH (0.3 M), colocando el frasco de manera que el KOH no contacte con las células pero capture el CO2 remanente en el frasco de cultivo. Una hora después, el KOH fue retirado e inyectado en su respectivo matraz erlenmeyer. Se realizó otro lavado con PBS y, por último, una vez reunidos todos los volúmenes se adicionó 100 µl de HClO4 (5 M) en el matraz erlenmeyer, con objeto de acidificar el medio y volatilizar el 14CO2 que luego es capturado por la hiamina, este proceso dura 1 hora.


  A continuación se recogieron todos los tubos Eppendorf que contienen el hidróxido de hiamina, se colocaron en viales y se les adicionó 5 ml de líquido de centelleo, se agitaron por 30 segundos y se dejaron en reposo 16 horas para medir las desintegraciones por minuto (dpm) utilizando la técnica de espectroscopia de centelleo líquido. La velocidad de respiración se reporta como nmol CO2 /hora /millón de células.


  Cuantificación de lípidos. Para hacer la determinación de la incorporación de los sustratos en lípidos totales, se siguió el método recomendado para el aislamiento y purificación de lípidos (22), con ligeras modificaciones (1, 2, 7). Para extraer los lípidos, la monocapa de células se separó del frasco de cultivo con ayuda de un raspador en 1 ml de metanol, y se añadió a un tubo que contiene 2 ml de cloroformo (bidestilado). El tubo se agitó por 30 segundos y se almacenó durante 16 horas en el congelador. Posteriormente se centrifugó (1500 x g, 15 min, 4°C) y se lavó con NaCl (0.3%) saturado con cloroformo. Se realizó una centrifugación en las condiciones anteriores, se retiró la fase acuosa y se recogió la fase clorofórmica. Esta última fase se evapora y el residuo lipídico se disolvió en líquido de centelleo, se agit ó mecánicamente por 30 segundos y después de 24 horas, se midió la radiactividad incorporada en lípidos utilizando la técnica de espectroscopia de centelleo líquido. La velocidad de lipogénesis se reporta como nmol de lípidos/hora /millón de células.


  Cálculo de la velocidad de utilización de sustratos. La velocidad de utilización de los substratos se calcula dividiendo la radiactividad incorporada en CO2 o lípidos, por la radiactividad específica del sustrato en el medio de incubación (dpm/nmol), por el tiempo de incubación (1 h) y por el número de células (x 106) (1). A las dpm de oxidación se les resta el valor del blanco. De acuerdo con este cálculo, los resultados se expresan como nmol de sustrato radiactivo transformados en CO2 o en lípidos, por hora y por 106 células.


  Determinaciones radiométricas. Las determinaciones de radiactividad se realizaron utilizando un contador centelleo líquido (Beckman). La corrección del apantallamiento de las muestras en disolución acuosa se hizo empleando cantidades crecientes de hidróxido de hiamina (de 0 a 500 µL) como sustancia apantallante. El cálculo del apantallamiento en las muestras se realizó por interpolación en la curva de eficiencias del contaje, ajustada a una ecuación polinómica de tercer grado. La eficiencia del aparato se calculó en un 96-97% para la curva para la radiactividad inicial y los blancos; del 90-92% para la curva de 14CO2 y del 85-86% para la curva de lípidos totales (7, 19, 25).


  Tratamiento estadístico. Los ensayos se condujeron según un diseño completamente aleatorizado, con triplicado, como mínimo, de cada determinación. El análisis de la significatividad entre las réplicas de un mismo experimento se ha efectuado utilizando el test «t Student». Los resultados obtenidos fueron evaluados estadísticamente usando el programa para Macintosh, STAT.VIEW. Se hicieron comparaciones múltiples utilizando el análisis de varianza (ANOVA), para determinar los efectos de los diferentes factores considerados. Este análisis incluye el test F de significatividad. Los resultados se expresan como promedios ± la desviación estándar de la media (SEM).


  Resultados


  El efecto de diferentes inhibidores sobre la capacidad de utilización de L-lactato en astrocitos se muestra en la tabla 1 y figuras 1 y 2.


  Discusión


  Dosis respuesta del dicloroacetato (DCA).


  La acción del dicloroacetato (DCA) sobre la actividad del complejo piruvato deshidrogenasa (PDHC) ha sido estudiada en cerebro de ratas in vivo e in vitro. El DCA es un inhibidor de la piruvato deshidrogenasa quinasa y por lo tanto, incrementa la actividad del complejo por disminución de la fosforilación endógena en el cerebro y otros tejidos in vitro (23, 24).


  La actividad de la piruvato deshidrogenasa quinasa es mayor en cerebros jóvenes y presenta diferencias en las diferentes regiones cerebrales (25). Así que el DCA, puede inducir cambios en el metabolismo de la glucosa, el lactato y pH en el cerebro (26). También, el DCA inhibe la oxidación del acetato y del 3- hidroxibutirato y parcialmente los efectos inhibitorios reversos de estos substratos sobre la oxidación de glucosa.


  Tabla 1. Efecto de concentraciones crecientes de inhibidores enzimáticos y del transporte sobre la utilización del L-lactato por astrocitos en cultivo primario. Astrocitos quiescentes de 13 días se incuban a 37°C durante una hora en tampón fosfato a pH 7,4 que contiene L-lactato (10,5 mM), L-[U-14C]-lactato (1 MCi) en ausencia (control) o presencia de diferentes concentraciones de dicloroacetato (DCA), aminooxiacetato (AOA), butilmalonato (BM) y 1,2,3-benceno tricarboxilato (BT). Las velocidades de oxidación y lipogénesis se expresan como nmol de sustrato transformado en CO2 o lípidos/hora por millón de células y son medias ± SEM. Valores con asterisco (*) presentan diferencias significativas (p<0.01) con respecto al tratamiento control (C).
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  Figura 1. Comparación del efecto de los inhibidores sobre la oxidación. C = control, DCA = dicloroacetato, AOA = aminooxiacetato; BM = butilmalonato; BT = 1,2,3-benceno tricarboxilato.
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  Figura 2. Comparación del efecto de los inhibidores sobre la lipogénesis. C = control, DCA = icloroacetato, AOA = aminooxiacetato; BM = butilmalonato; BT = 1,2,3-benceno tricarboxilato.


  El acetil-CoA, acetilcarnitina y glutamato incrementan su concentración celular, mientras aspartato y malato disminuyen por la presencia de este inhibidor (27). La PDH es un enzima clave para el metabolismo del lactato, este metabolismo puede ser facilitado por la activación inducida del DCA sobre el PDHC (26). El DCA puede ser transportado dentro del cerebro por el sistema de transporte de ácidos monocarboxílicos, MCT1 (10, 11, 28). Se ha visto que este compuesto se acumula más rápidamente en cerebros de rata de 20-25 días de vida postnatal que en cerebros de rata adulta, esto debido a la gran capacidad del sistema de transporte durante el período de desarrollo.


  En cerebros inmaduros de rata, el DCA incrementa el metabolismo del piruvato y lactato cerebral y como resultado hay un aumento en la actividad glucolítica cerebral (24). Utilizando células de astrocitoma humano de la línea celular UC-11MG se ha demostrado que el DCA no sólo incrementa la actividad del PDHC, sino que reduce la concentraciones de lactato induciendo un eflujo hacia piruvato, además inhibe competitivamente la absorción de lactato (Ki=1.9 mM) (29).


  Se ha descrito que el DCA inhibe la piruvato deshidrogenasa quinasa en cortes de cerebro de rata incrementando la actividad del PDHC. Este hecho resulta en la disminución de los niveles de piruvato y lactato, así como estimula la velocidad de utilización de la glucosa (24, 28). Así mismo, el DCA incrementa los niveles de ATP en el cerebro (26) y la acumulación de calcio en mitocondrias del mismo tejido. El DCA puede ser transportado dentro del cerebro por el sistema transportador de ácidos monocarboxílicos que es muy activo en cerebros de rata neonatal (24). No obstante, cruza la barrera hematoencefálica en ratas adultas razonablemente bien (23).


  El DCA también inhibe la oxidación del acetato, 3-hidroxibutirato y palmitato lo que sugiere que, el DCA al activar la oxidación de la glucosa a piruvato, aumentaría la competencia por la CoA lo que causaría una disminución de la oxidación de estos otros sustratos al tener enzimas CoA-dependientes. Esto causaría una inhibición de la oxidación de los ácidos grasos que seria reforzada por una disminución de citrato (27).


  Ante la posibilidad de que el DCA pudiese tener efectos contrarios a concentraciones elevadas, para buscar la concentración mínima que active la oxidación del piruvato en astrocitos se emplearon cinco concentraciones de dicloroacetato (DCA). La presencia de DCA a concentración de 1 mM aumento significativamente (p<0.01) la velocidad de oxidación y lipogénesis a partir de lactato en astrocitos procedentes de cultivo primario. Es así, como concentraciones más bajas representan en menores velocidades lipogénicas sin mostrar efecto sobre la oxidación de lactato.


  El efecto del DCA sobre la oxidación de lactato en astrocitos fue bifásica. En este sentido, concentración de 5 y 25 µMinhiben la oxidación del lactato, mientras que en presencia de concentración de 1 mM de DCA aumenta ligera aunque significativamente (p<0.01) la oxidación del lactato. Este valor es inferior a la Ki reportada (29), de manera que su efecto competitivo sobre la absorción del lactato se ve disminuido. De acuerdo con estos resultados, se recomienda tomar la concentración de 1 mM con objeto de evaluar los efectos del DCA sobre la oxidación y lipogénesis a partir de L-lactato.


  Dosis respuesta del aminooxiacetato (AOA).


  Inhibidores de las transaminasas han sido utilizados para el estudio de los mecanismos de transporte de aniones a través de la membrana mitocondrial en células intactas. Los primeros estudios han mostrado una fuerte inhibición causada por el AOA en la gluconeogénesis a partir de lactato (30). El AOA es un inhibidor de las enzimas piridoxal-fosfato dependientes en el cerebro tales como, la glutamato descarboxilada y la GABA-B-cetoglutarato transaminasa (31) y se ha usado como un inhibidor del metabolismo del B-aminobutirato (GABA) dado que por inhibe la aminobutirato aminotransferasa (EC 2.6.1.19), previniendo la síntesis de GABA, por lo tanto, se incluye en medios de incubación para inhibir la aminobutirato aminotransferasa previniendo el metabolismo de neurotransmisores y permitiendo el experimento con compuestos marcados.


  Asimismo, el AOA es un inhibidor específico de la aspartato aminotransferasa (ASAT) (EC 2.6.1.1), tanto en el compartimento mitocondrial como en el citosólico (32, 33). LaASAT es un componente esencial de la lanzadera malato-aspartato, cuyo papel principal es transportar equivalentes de reducción en forma de NADH desde el compartimento citosólico al mitocondrial (34, 35). En mitocondrias no-sinápticas del cerebro que poseen una activa glutamato-aspartato traslocasa, la oxidación del glutamato es sensible en un 70% al AOA, indicando que este aminoácido es transaminado predominantemente por la ASAT (32, 34, 36). En cortes de cerebro con glucosa como sustrato, la velocidad de consumo de oxígeno disminuye en un 40% por la presencia de AOA mientras que el eflujo a lactato incrementa 3 veces. En estas circunstancias laASAT está inhibida un 97% (31, 37). Por otro lado, la inhibición de la ASAT evitaría la formación del N-acetil-L-aspartato, el segundo aminoácido más abundante en el cerebro (38), que se transporta al compartimento citosólico para proveer los grupos acetilo necesarios para la biosíntesis de los lípidos en la mielinización (39-42).


  Un cambio en el potencial redox del citosol, un aumento de la relación lactato/piruvato y una inhibición de la habilidad mitocondrial de utilizar el piruvato glucolítico, son las consecuencias bioenergéticas al adicionarAOA en preparaciones de cerebro, donde es inhibida la lanzadera aspartato-malato previniendo la reoxidación del NADH citosólico por la mitocondria. La relación 3 hidroxibutirato/acetoacetato disminuye significativamente, indicando la oxidación del acople mitocondrial NAD+/NADH (34). Mitocondrias de cerebro no sinápticas poseen una activa glutamato-aspartato translocasa y una oxidación del glutamato que es 70% sensitiva al AOA, indicando que el aminoácido es predominantemente metabolizado por la ASAT. Se ha demostrado que la respiración en cortes de cerebro en presencia de glucosa a disminuido un 40% por el AOA, mientras que el lactato incrementa tres veces (43).


  También se ha demostrado que el ß-metilen-Laspartato, un inhibidor selectivo de la aspartato aminotransferasa, tiene un efecto similar, indicando el importante papel de está enzima en el metabolismo de glucosa en el cerebro. Este inhibidor induce una hipoglicemia en terminales nerviosos (34).


  En células aisladas de rata neonatal el hidroxicitrato y el AOA disminuyeron la lipogénesis desde lactato en un 40%, sugiriendo que la transferencia de los carbones del lactato de la mitocondria al citosol para la síntesis de lípidos puede estar acoplada a la traslocación de citrato y N-acetil-L-aspartato (4).


  Glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central. Uno de los aspectos del metabolismo del glutamato como neurotransmisor es la vía por la cual es sintetizado, las más importantes son las catalizadas por la glutaminasa fosfato-activa, glutamato deshidrogenasa y ASAT. Estudios inmunocitoquímicos han concluido que la ASAT esta asociada con estructuras glutamatergicas. La actividad de ésta enzima en cultivos primarios de gránulos cerebelares es muy alta comparada con el cerebelo.


  LaASAT ha sido localizada tanto mitocondrial como citoplasmáticamente e igualmente se ha demostrado que se inhibe la producción de glutamato endógeno cuando las células se exponen a la presencia del AOA y fenilsuccinato. Estas drogas bloquean, respectivamente, laASATy el transporte de ácidos ceto-dicarboxílicos (32).


  La inhibición de ASAT disminuiría la acción de la lanzadera malato-aspartato por disminución de las concentraciones de aspartato lo que obligaría a la célula a utilizar otra fuente de este sustrato (30). La adición de AOA causa cambios letales degenerativos en las neuronas, probablemente causados por una toxicidad debida al exceso de glutamato. Igualmente la adición de AOA causa un aumento significativo del contenido de lactato y una disminución de los niveles de ATP (44).


  Como puede observarse en la Figura 1 el AOA incremento las velocidades de oxidación y lipogénesis a partir de L-lactato en los astrocitos. La adición de AOA a concentraciones de 5 y 10 mM, aumenta la oxidación a partir de L-lactato en un 26% y 71% respectivamente (p<0.01). Igualmente, la incorporación en lípidos a partir de L-lactato aumenta en un 11 y 21% (p<0.01). Estos resultados indican que al favorecerse el incremento de las concentraciones mitocondriales de oxalacetato, se favoreció un incremento en la respiración de los astrocitos, reflejándose en el incremento de lípidos por estas células. De acuerdo con estos resultados, se recomienda tomar la concentración de 5 mM con objeto de evaluar los efectos del BM sobre la oxidación y lipogénesis a partir de L-lactato.


  Dosis respuesta del butilmalonato (BM).


  El transportador de citrato es también inhibido por aniones no penetrantes como el butilmalonato (BM) (54% de inhibición), fenilsuccinato, bencilmalonato y pentilmalonato, que son considerados como inhibidores específicos del transporte de dicarboxilatos (30, 45, 46). Con piruvato como sustrato, el eflujo de citrato desde la mitocondria puede ocurrir, en este caso el transporte de malato sirve como fuente de carbonos y de equivalentes de reducción. Con el lactato como sustrato, el transporte de aspartato formado de oxalacetato, al citosol, predomina sobre el transporte de malato, de esta manera los equivalentes reductivos necesarios para la gluconeogénesis son proveídos por la reacción de la lactato deshidrogenasa. Sin embargo, también con el lactato como sustrato, la gluconeogénesis es inhibida por el butilmalonato (BM), bajo estas condiciones el a-cetoglutarato, requerido para la transaminación extramitocondrial con aspartato, fluye continuamente desde la mitocondria al citosol por intercambio con el malato. Este malato, luego, puede ser reciclado desde el citosol presumiblemente por intercambio con fosfato vía el traslocador de dicarboxilatos. Este reciclaje de trazas de malato a través de la membrana mitocondrial a sido demostrado en muchos trabajos. La conclusión es que el BM inhibe la gluconeogénesis por bloqueo del transporte de malato (47, 48). Estudios con mitocondrias aisladas, han mostrado que el intercambio malato-malato a través de la membrana mitocondrial es mediado por tres sistemas de transporte, el traslocador de dicarboxilatos, el traslocador de a-cetoglutarato y el traslocador de tricarboxilatos. De estos traslocadores solamente el primero es sensitivo al butilmalonato (30).


  En trabajos previos con células aisladas de cerebro de neonato de rata se hicieron experimentos con concentraciones de BM 5 y 6 mM (3, 4) y hay reportadas en la literatura en estudios con mitocondrias de hígado de rata (5 y 10 mM) (45, 49).


  La velocidad de absorción del citrato es inhibida por aniones no penetrantes, tales como el fenilsuccinato, bencilmalonato, pentilmalonato y butilmalonato (BM) a través de la inhibición específica del transportador de dicarboxilatos en mitocondrias aisladas de hígado de rata (45). Un efecto similar se ha encontrado en mitocondrias aisladas de cerebro de rata con el butilmalonato (50). Todos estos análogos dicarboxílicos inhiben el transportador de citrato. Esta inhibición es competitiva. Se ha sugerido que el transportador de tricarboxilatos tiene dos sitios de unión, uno específico para Pi y otro específico para dicarboxilatos. El butilmalonato inhibe un 54% la velocidad de absorción del citrato en mitocondrias de hígado de rata (45). Asimismo, se ha demostrado que el BM es un inhibidor específico del transporte de malato (50).


  La adición de 5 mM de BM, aumento significativamente la velocidad de oxidación a partir de L-lactato en un 96%; a concentraciones de BM de 10 mM el aumento fue menor pero aún significativo 33% (p<0.01). No se observo ningún efecto significativo en cuanto a la velocidad de incorporación en lípidos a concentraciones de BM 5 mM; con BM 10 mM se observa una disminución del 37% (p<0.0001).


  Estos resultados indican que la inhibición completa de la salida de malato y parcial de citrato de la mitocondria favorecio un incremento en la respiración, sin embargo, el mantenimiento de la lipogénesis a 5 mM y la disminución de tan solo el 35% a concentración de 10 mM del inhibidor pueden estar indicando la existencia de otra ruta alternativa para la síntesis de lípidos desde lactato, como ya ha sido propuesto (5) De acuerdo con estos resultados, se opta por tomar la concentración de 5 mM con objeto de evaluar los efectos del BM sobre la oxidación y lipogénesis a partir de L-lactato.


  Dosis respuesta del 1, 2, 3 b enceno tricarboxilato (BT).


  El transporte de citrato a través de la membrana interna mitocondrial tambien se inhibe de manera competitiva por algunos tricarboxilatos, tales como cisaconitato, 1,2,3-propano tricarboxilato, propilcitrato y 1,2,3-benceno tricarboxilato (BT) (45).El BT es un inhibidor relativamente específico del transporte del citrato mitocondrial (51). También la oxidación de citrato, cis-aconitato e isocitrato son inhibidas por este compuesto (49). Sin embargo, el BT también inhibe la acetil-CoA carboxilasa inhibiendo la síntesis de ácidos grasos en el compartimento citosólico (30). Las medidas del intercambio de citrato/[14C]citrato; citrato/ L-[14C]malato y malato/[14C]citrato a intervalos de tiempo definidos han confirmado que el BT es un inhibidor de este sistema de transporte, así como análogos del citrato como el 2-etilcitrato y el 2- propilcitrato (45, 49).


  El BT es un inhibidor específico del transporte de tricarboxilatos en mitocondrias de hígado de rata (49) así como las procedentes de cerebro de rata (50). Igualmente, se ha demostrado la efectividad del BT sobre el transportador de tricarboxilatos aislado de mitocondrias de hígado de rata e incorporado a liposomas (52). Se ha encontrado, asimismo, que el transportador de tricarboxilatos tiene un sitio simple de unión para los tricarboxilatos, fosfoenol piruvato y dicarboxilatos. Se ha establecido el siguiente orden de afinidad por el transportador de tricarboxilatos: BT (Ki = 0.07 mM) > cis -aconitato (Ki = 0.09 mM) > citrato (Ki = 0.13 mM) > isocitrato (Ki = 0.18 mM) > propilcitrato (Ki = 2.8 mM). En todos los casos el tipo de inhibición es competitivo (45). No obstante, la afinidad del inhibidor de tricarboxilatos por los transportadores de dicarboxilatos es baja.


  En células en suspensión de cerebros de rata neonatal el BT y el BM no afectan la velocidad de lipogénesis desde lactato, ni tampoco la oxidación del lactato. El BT no afecta la velocidad de lipogénesis desde 3-hidroxibutirato pero si disminuye ligeramente la integración de los carbonos del 3-hidroxibutirato en lípidos en el citosol, esto puede deberse a que durante el período perinatal el papel del transportador de citrato no es relevante en controlar lipogénesis (4).


  Como puede observarse en la tabla 1, la adición de BT 5 mM, no aumento las velocidades de oxidación a partir de L-lactato pero si se aumenta la concentración de BT a 10 mM, se observa una disminución significativa (p<0.01) en la velocidad de oxidación, indicando que el incremento de citrato mitocondrial inhibe el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, como es bien conocido. Por otro lado, la velocidad de lipogénesis que disminuyen en 24% con 5 mM y 54% con 10 mM, lo que puede estar indicando un efecto inhibitorio sobre la acetil-CoA carboxilasa (EC 6.4.1.2) en este último caso. Adicionalmente, debido a que el BT posiblemente puede entrar a la mitocondria e inhibir la piruvato carboxilasa (EC 6.4.1.1) (51), una enzima exclusivamente astrocítica (53, 54), lo que explicaría la disminución tan significativa en respiración y lipogénesis cuando se incremento la concentración del inhibidor.


  Aun así, la lipogénesis observada solo se podría explicar por la existencia de otra ruta alternativa como ya ha sido propuesto. De acuerdo con estos resultados, se opta por la concentración de 5 mM con objeto de evaluar en cultivos de astrocitos la oxidación y lipogénesis a partir de L-lactato.


  Conclusión


  La correcta selección de concentraciones de inhibidores para estudios metabólicos, bioquímicos y genéticos no accesibles in vivo permitirá tener una mejor interpretación de los resultados bioquímicos. Se destaca la importancia de contar con cultivos homogéneos de una sola clase de células para investigar mecanismos neuroquímicos, pero al mismo tiempo se recomienda cautela al intentar comparar datos de estos cultivos con los derivados del estudio del cerebro in vivo. Los resultados del presente trabajo se pueden aplicar para estudios metabólicos variando el substrato, el trazador radiactivo o el monocultivo, siendo extensible al estudio de las neuronas en condiciones fisiológicas perinatales.
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  Resumen


  Chlamydia trachomatis (CT) es uno de los agentes etiológicos más importantes en las infecciones de transmisión sexual. En la mujer CT causa patologías tales como cervicitis, uretritis y enfermedad pélvica inflamatoria, entre otras. Los objetivos de este trabajo fueron determinar la prevalencia de la infección y la concordancia de las pruebas diagnósticas para CT en pacientes sintomáticas de vaginitis o leucorrea inespecífica, que asistieron al hospital Pablo VI de Bosa y al Hospital del Sur de Bogotá, durante los meses de junio y julio de 2004. Se obtuvieron 180 muestras simultáneas de suero y de orina para la determinación de IgG, IgM e IgA anticlamidia y para PCR, respectivamente. La detección de los anticuerpos para CT en suero se realizó mediante el método ELISA (VIRCEL) y la detección del DNA en orina se hizo con la prueba AMPLICOR CT PCR (ROCHE). La prevalencia de la infección fue del 31% (56 casos). La mediana de edad en mujeres con evidencia de infección reciente o activa fue de 23 antilde;os; 37 pacientes (66%) positivas para algún marcador tenían infección activa. En 24 participantes (42.8%) con infección activa, de acuerdo con los resultados serológicos, no se detectó el DNA en orina; en 14 pacientes (25% de las pacientes positivas en las pruebas serológicas) se encontró el PCR positivo en las muestras de orina. Una prevalencia del 31% en mujeres sintomáticas indica que la infección por Chlamydia es un problema para la salud pública.


  Implantar un programa de tamizaje para la búsqueda activa de casos, así como la búsqueda activa de contactos sexuales, reducirá el peso socioeconómico de la infección. La prueba ideal para diagnóstico tanto de cervicitis como de uretritis en el mismo procedimiento deberá utilizar muestra de orina y de cepillado cervical.


  Palabras clave: Chlamydia trachomatis, Prevalencia, Cervicitis, Uretritis, Chlamydia trachomatis Elisa IgG/ IgM/IgA, AMPLICOR CT PCR.


  Abstract


  Serologic and PCR screening to determine the prevalence of chlamydia trachomatis in patients with vaginitis and inespecific vaginitis in two public hospitals in Bogota: Chlamydia trachomatis is one of the most important agents in the aetiology of sexually transmitted diseases (STD). In women CT causes cervicitis, urethritis and pelvic inflammatory disease. The objectives of this investigation were to determine the prevalence of chlamydial infection and the concordance of the diagnostic tests in patients with vaginitis and inespecific vaginitis who assist to two public hospitals of Bogota (Hospital Pablo VI de Bosa and Hospital del Sur), during June and July 2004. IgG, IgM and IgA in serum and PCR in urine samples were practiced in 180 patients. C. trachomatis antibodies detection was done by ELISA (VIRCEL) and DNA detection by AMPLICOR CT PCR (ROCHE) test. The prevalence of chlamydial infection was 31% (56 cases). The median age of women with recent or active infection was 23 years. 37 patients (66%) with positive results in at least one marker had active infection. DNA was not detected in urine samples in 24 patients (42.8 %) with active infection diagnosed by serologic criteria. PCR was positive in urine samples of 14 women (25 % of the patients with positive serologic tests). A prevalence of 31% in symptomatic women indicates a mayor public health problem.


  It is necessary to implement a screening programme to detect the cases, as well as, to find the sexual contacts in order to reduce the burden of chlamydial infection.Aurine sample mixed with a cervical simple will be useful for the simultaneous diagnosis of cervicitis and urethritis.


  Key words: Chlamydia trachomatis, Prevalence, Cervicitis, Uretritis, Chlamydia trachomatis Elisa IgG/ IgM/IgA, AMPLICOR CT PCR.


  Introducción


  Chlamydia trachomatis es una bacteria Gram negativa intracelular obligada que fue identificada, hace aproximadamente 40 antilde;os, como un patógeno exclusivamente humano; desde entonces se le conoce como un importante agente infeccioso de transmisión sexual y perinatal (1-9).


  Las infecciones genitales causadas por CT son altamente prevalentes. La Organización Mundial de la Salud informó una prevalencia global del 4.4%. Se ha reportado una incidencia superior a 50 millones de casos anuales. La transmisión sexual de C. trachomatis a menudo excede el 20% en mujeres adolescentes. La edad de mayor incidencia de las infecciones genitales CT es hacia el final de la adolescencia y comienzos de la edad adulta (4).


  Las mujeres afectadas con este agente patógeno son a menudo totalmente asintomáticas y la infección puede persistir durante meses sin producir signos ni síntomas, lo cual puede retardar el diagnóstico (8) y aumentar el riesgo de secuelas a largo plazo, tales como la infertilidad por factor tuboperitoneal. En pacientes con infección gonocócica cervical con frecuencia se observa una infección simultánea por CT La persistencia de la infección en las mujeres jóvenes es importante por dos razones: 1) es considerada como la mayor causa de enfermedad pélvica inflamatoria (EPI), embarazos ectópicos, infertilidad y dolor pélvico crónico y 2) puede ocurrir transmisión perinatal de CT causando conjuntivitis y neumonía en el neonato (15).


  La naturaleza asintomática de la infección por CT y la severidad de las complicaciones de la infección con este microorganismo, así como, sus implicaciones en términos económicos para la salud, hacen esencial el tamizaje si se quiere llevar a cabo el control de la enfermedad y la reducción de las secuelas. Para que este tamizaje sea efectivo es necesario utilizar el método más sensible y específico disponible y el método de muestreo que resulte menos invasivo para lograr una adecuada aceptación en la población objeto.


  El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de la infección y la concordancia de las pruebas diagnósticas serológicas con el PCR. Se aplicó una prueba tamiz para detectar anticuerpos en suero de las clases IgG, IgM, e IgA para CT y la detección por amplificación de regiones específicas del plásmido críptico específico de la bacteria en muestras de orina de pacientes sintomáticas de cervicovaginitis o vaginosis inespecífica, que asistieron al hospital Pablo VI de Bosa y al Hospital del Sur en Bogotá, durante los meses de junio y julio de 2004.


  Materiales y Métodos


  Criterios de inclusión: mujeres con vida sexual activa, con diagnóstico clínico de vaginitis o leucorrea inespecífica que manifestaron en forma escrita su deseo voluntario de participar en el estudio y contestaron la encuesta en relación con variables clínicas de interés.


  Población objeto: Mujeres que asistieron a los hospitales Pablo VI de Bosa y del Sur en Bogotá durante el periodo comprendido entre junio y julio de 2004.


  Muestras:


  · Suero: se obtuvieron muestras de suero las cuales fueron conservadas a una temperatura de .20°C hasta la fecha de su procesamiento evitando así las congelaciones y descongelaciones innecesarias. Se excluyeron los sueros hiperlipémicos, contaminados o hemolizados.


  ·Orina: las muestras de orina fueron recolectadas a partir de micción espontánea en el momento de la consulta, en un recipiente plástico estéril y conservada a . 20°C hasta la fecha de su procesamiento.


  Detección de anticuerpos: se determinaron los anticuerpos de las clases IgG, IgA, IgM anti-C. trachomatis por el método Elisa VIRCELL SL (Italia). Este es un método inmunoenzimático indirecto basado en la reacción de los anticuerpos de la muestra con el antígeno unido a una superficie de poliestireno. Las inmunoglobulinas no unidas por reacción con el antígeno son eliminadas en el proceso de lavado. En un paso posterior la globulina antihumana reacciona con el complejo antígeno-anticuerpo; el anti-anticuerpo no unido, es eliminado por los lavados, mientras que el unido reacciona con el sustrato (TMB), para dar una reacción coloreada azul, que cambia a amarillo tras la adición de la solución de parada. La sensibilidad y especificidad de la prueba -informadas por el productorson 90% y 100 % respectivamente.


  Tabla 1. Interpretación de IgG e IgA en suero
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  IgM: Infección Activa es la primera vez que se entra en contacto con la bacteria.

  IgG: Infección pasada. IgA: Infección activa por contacto secundario. Afección de mucosa vaginal.


  La prueba tiene un coeficiente de variación intraen-sayo de 3.49 e interensayo de 5.33. Las muestras con índices menores o iguales a 0.9 fueron consideradas negativas para anticuerpos clase IgG, IgM e IgA anti-C. trachomatis.


  Las muestras con índices mayores o iguales a 1.1 fueron consideradas positivas. Interpretación específica para IgG e IgA en suero: la interpretación se hizo de acuerdo con la Tabla 1.


  Amplificación y detección del plásmido críptico por Reacción en Cadena de la Polimerasa. Esta determinación se hizo con el Test AMPLICOR CT PCR: (Roche Molecular System. E.U). Este es un ensayo automatizado que proporciona un control interno y una mezcla maestra para PCR. El control interno contiene regiones de unión al primer idénticas a los blancos de la C. trachomatis, pero que son detectados con sondas específicas, se amplifican ambos: las regiones específicas del plásmido críptico de CT y el blanco de DNA y, posteriormente se hace una detección selectiva de cada amplicón. Métodos estadísticos: Los datos obtenidos fueron analizados con el programa STATA 6.0.


  Resultados


  En el estudio participaron 180 mujeres. La mediana para la edad fue de 23 antilde;os (rango de 15 a 45 antilde;os). El 86% de las participantes no utilizaba métodos anticonceptivos. Dentro del grupo de mujeres usuarias de métodos contraceptivos solo el 40% utilizaban métodos de barrera (preservativo). El promedio de hijos fue de 1.2. Respecto al número de parejas sexuales durante la vida el rango estuvo entre 1 y 15. El 96% de las pacientes aseguró no haber cambiado de pareja en los últimos tres meses


  Tabla 2. Distribución porcentual de positividad de los diferentes marcadores para infección por C. trachomatis e interpretación
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  Figura 1. Infecciones vaginales anteriores. total participantes/ participantes con positividad de por lo menos uno de los marcadores


  El treinta y uno por ciento de las participantes (56 pacientes) mostró positividad para por lo menos uno de los marcadores de infección por CT. Treinta y siete pacientes (66%) positivas para algún marcador tenían infección activa. En 24 participantes (42.8%) con infección activa, de acuerdo con los resultados serológicos, no se detectó el DNA en orina. En 14 pacientes (25% de las pacientes positivas en las pruebas serológicas) se encontró el PCR positivo en las muestras de orina. La Tabla 2 muestra la distribución porcentual de positividad de los diferentes marcadores en la población estudiada. El 44.5% del total de participantes manifestó haber padecido una infección vaginal con anterioridad. Este porcentaje se mantuvo en las pacientes que fueron positivas para por lo menos uno de los marcadores.
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  Figura 2. Relación entre los abortos y la positividad de los marcadores para CT


  La figura 1 resume comparativamente las infecciones informadas. El 17.8 % de las pacientes manifestó haber presentado aborto (no se interrogó cuanto tiempo antes de la prueba) la Figura 3 resume la relación entre los abortos y la positividad de los marcadores para CT.


  Discusión


  En este estudio se encontró una prevalencia del 31% de infección por CT en una población de mujeres sintomáticas, con diagnóstico clínico de vaginitis o leucorrea inespecífica. Dada la alta prevalencia se debe considerar el diagnóstico presuntivo de infección por Chlamydia en los casos de patología infecciosa del tracto genital. Un reporte de la KFF en 1998 (10) afirmó que la Chlamydia infecta con facilidad el cuello uterino inmaduro, haciendo que las mujeres adolescentes sean más susceptibles. Eng y Butler en 1997 (8) reportaron en E.U. una prevalencia del 30 al 40% en mujeres con edades comprendidas entre los 19 y los 25 antilde;os; esto concuerda con nuestro estudio en el cual encontramos una mediana de 23 antilde;os en las mujeres con infección por Chlamidia.


  Llama la atención que solo el 19.44% de las participantes en el estudio planificaba a pesar de estar en la edad de mayor actividad sexual y que menos de la mitad de quienes practicaban contracepción, utilizaban métodos de barrera a pesar de la información disponible,no obstante el promedio de hijos fue relativamente bajo.


  En relación con la detección de los diferentes marcadores para CT, 37 de las pacientes (66%) que fueron positivas para algún marcador tenían infección activa y en 14 de estas pacientes (37.8 %) la prueba de PCR permitió realizar el diagnóstico de uretritis. 24 participantes (42.8 %) fueron positivas para uno o dos marcadores serológicos de infección activa pero no se detectó CT en la orina lo que presupone solo una infección cervical o en otro sitio del tracto genital.


  En diez pacientes (20.8%) la prueba del PCR en orina fué positiva, pero solo en tres (5.36%) se obtuvo positividad simultánea para otro marcador serológico. La falta de concordancia en éstos casos puede explicarse por varios factores: en relación con la paciente, la infección de la uretra puede ser tan reciente que no se había producido la respuesta inmunológica, el nivel de anticuerpos producido por el paciente no es adecuado o es tan bajo que no puede ser detectado por la prueba de ELISA utilizada; en relación con la bacteria, esta es un parásito intracelular que no desencadena una adecuada respuesta serológica y, finalmente, en relación con las pruebas utilizadas, el test de ELISA, siendo un buen método por su reproductividad, especificidad y sensibilidad para la investigación de anticuerpos circulantes, solamente es útil en procesos recientes de salpingitis, cervicitis, uretritis no gonocócica, linfogranuloma venéreo y en el primer episodio de la enfermedad. Cuando el proceso se hace crónico es muy difícil demostrar un aumento significativo de anticuerpos circulantes (1). Por otro lado, las técnicas de PCR han demostrado poseer una mayor sensibilidad que el cultivo (11- 12), siendo esta mayor o igual en muestras de orina en comparación con muestras endocervicales, probablemente por la presencia de inhibidores en el especimen cervical (2).


  Aunque se observó una asociación entre la presencia de inmunoglobulina de clase IgM y el antecedente de aborto no se puede establecer una relación causal ya que no conocemos la relación temporal.


  Conclusiones y recomendaciones


  La prevalencia de la infección por CT en la población estudiada fue alta. La detección de C. trachomatis continua siendo un desafío debido a que la realización de pruebas en muestras obtenidas de un solo sitio podría no ser sensible para demostrar la infección por este microorganismo. La prueba de PCR en muestras de orina ofrece ventajas por su alta sensibilidad, que a la larga conduce a reducción de costos y porque la muestra, orina, se puede almacenar a temperaturas entre 2 y 8 grados centígrados hasta por 8 días, lo que permite una fácil remisión a laboratorios de referencia.


  El test de ELISA para detección de anticuerpo contra CT de clases IgG, IgM e IgA, tiene las siguientes ventajas: es una prueba automatizada en la cual los resultados se obtienen en 90 minutos; se puede procesar un gran número de muestras al mismo tiempo y es altamente sensible y específica; sin embargo, es útil en procesos recientes y en grupos de pacientes donde la prevalencia es alta.


  La prueba de PCR es ideal para el diagnóstico tanto de cervicitis como de uretritis en el mismo procedimiento como lo proponen Chan, Brand y colaboradores, quienes recomiendan realizar la prueba en una muestra de orina en la cual se han mezclado células de cepillado endocervical (5). Aunque se requiere para ello utilizar un método invasivo para obtener células cervicales, se garantiza un diagnóstico y un tratamiento oportunos.


  Se debe enfatizar que la Infección por CT es asintomática en una proporción importante de pacientes y constituye un serio problema de salud pública. Es necesario implementar programas de tamizaje para la búsqueda activa de casos, así como una notificación de contactos sexuales, que reduzcan la carga de la enfermedad y las secuelas a largo plazo.
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  Resumen


  La levadura Pichia pastoris constituye un excelente modelo para la expresión de proteínas heterólogas, lo que se refleja en el gran número de proteínas que han sido obtenidas en este modelo biológico, bajo el control del promotor AOX1. Esto implica que el número de peroxisomas y la enzima alcohol oxidasa es regulada como respuesta a la inducción por metabolitos como el metanol, el glicerol, el etanol, el acetato y vías metabólica como la b-oxidación. En esta revisión, se discuten aspectos relacionados con el metabolismo de estos compuestos y su posible influencia en la producción de proteínas recombinantes, específicamente la Iduronato 2- sulfato sulfatasa humana (IDSh).


  Palabras clave: Pichia pastoris, AOX, represión catabólica, autofagia, fuente de carbono, peroxisoma


  Abstract


  Influence of carbon source over the expression of AOX1-regulated proteins in Pichia pastoris: The Pichia pastoris yeast is an excellent model for the expression of heterologous protein, thus could be deduce from the greate number of proteins that has been obtain in this biological model under the control of AOX1 promoter. This means that peroxisomes number and the enzyme alcohol oxidase are regulate as response to the induction of different metabolites such as methanol, glycerol, ethanol, acetate and metabolic pathways like the b- oxidation. In this review, aspects related with the metabolism of this compounds and its possible influence in the production of recombinant proteins are discuss, specifically the human Iduronate 2-sulfate sulfatase (hIDS).


  Key words: Pichia pastoris, AOX, catabolic repression, autophagy, carbon source, peroxisome.


  Introducción


  Las levaduras han sido una de las células hospedero más comúnmente empleadas para la producción de proteínas heterólogas.Al comienzo, la aplicación se centró en el uso de las especies mejor caracterizadas como Saccharomyces cerevisiae, con el objetivo de producir proteínas recombinantes. Sin embargo, en antilde;os recientes levaduras diferentes a S. cereviciae se han hecho más accesibles gracias a las estrategias modernas de genética molecular y por lo tanto, se han derivado aplicaciones considerables en el campo de la biotecnología. En este sentido, los modelos de expresión de genes heterólogos en Hansenula polymorpha y Pichia pastoris (levaduras no convencionales) han sido utilizados para producir altos niveles de proteínas recombinantes, tanto intra como extracelulares, con ventajas significativas sobre las levaduras convencionales y las líneas celulares de mamíferos e insectos (1-3).Wolf (4) sentilde;ala que, el término no convencional hace alusión a todos los géneros de levaduras excepto Saccharomyces y Schizosaccharomyces. Sin embargo, es importante considerar que con el paso del tiempo y la profundización en el conocimiento y manipulación de las levaduras, que hoy se consideran no convencionales, estas podrían llegar a ser reconocidas como las primeras (4).


  Una de las categorías incluidas dentro de las levaduras no convencionales son las levaduras metilotróficas, entre la que encontramos a Pichia pastoris, Pichia angusta (Hansenula polymorpha), Pichia methanolica (Pichia pinus) y Candida boidini entre otras. El término metilotrófica hace referencia a las cepas capaces de emplear el metanol como única fuente de carbono y de energía; adaptación relacionada con la presencia de genes que codifican para enzimas involucradas en la degradación del mismo (5).


  Varios estudios han demostrado que el metabolismo del metanol en levaduras metilotróficas, requiere de la expresión de un grupo de enzimas, entre las cuales la alcohol oxidasa (AOX I) (E.C.1.1.3.13) se hace indetectable en células cultivadas sobre fuentes de carbono tales como glucosa; sin embargo, esta enzima puede llegar a ser más del 30% del total de las proteínas solubles en células crecidas en metanol.


  Estos estudios permitieron anticipar que la síntesis deAOX I podría ser regulada a nivel transcripcional y que el promotor para el gen podría ser útil para controlar la expresión de genes foráneos. Así, bajo el control del promotorAOX, los genes foráneos pueden ser mantenidos en un modo apagadoencendido, apagado en fuentes de carbono diferentes al metanol y encendido en un medio con metanol (6, 7).


  Algunas de las especies de Pichia son consideradas de importancia biotecnológica, por ejemplo P. stipitis (anamorfa Candida shehatae) se ha destacado en la fermentación de xilosa (componente abundante en la biomasa vegetal); además, P. pastoris y P. angusta han sido empleadas en la expresión de proteínas recombinantes (4, 8); de otro lado P. nakazawae es productora de amilasa, mientras que P. guilliermondi produce riboflavina y algunas mutantes de P. methanolica deficientes de la enzima acetil-CoA sintetasa (E.C. 6.2.1.1) han sido empleadas como biosensores (5, 9-12).


  Aspectos generales del género Pichia


  Las levaduras metilotróficas fueron aisladas por primera vez en 1969 y su atractivo principal fue la producción de proteína celular simple (SCP) (13-15).


  El género Pichia pertenece a la familia Saccharomycetaceae, órden Saccharomycetales, clase Saccharomycetes, filo Ascomycota, reino Fungi. Esta levadura presenta reproducción sexual con producción de ascosporas, en células productoras de esporas (4 esporas por asca con baja viabilidad) que originan dos formas, un zigoto o una forma patogénica de una célula somática simple. En medio sólido forma colonias no filamentosas de color blanco o color crema. Al microscopio se pueden observar múltiples yemas.


  El género Pichia posee muchas especies, asociadas con insectos, que han sido aisladas de lodos fundidos y galerías de coleópteros. Algunas especies cactofílicas, son habitantes específicos de cactus. De otro lado se han encontrado formado asociaciones con drosófila; estas asociaciones con insectos presentan ascosporas en forma de sombrero o hemiesférica (saturno-esporas), morfología común para un amplio número de hongos no relacionados entre sí. Especies de este género pueden ser encontradas en diversos ambientes, incluyendo salmuera y fluidos de curtiembres. Las especies que presentan Saturno-esporas han sido reasignadas a los géneros Williopsis y Saturnispora, y aquellas especies con esporas esféricas planas pasaron al género Debaryomyces.


  Muy cercano al género Yamadazyma el género Hyphopichia es considerado un sinónimo del género Pichia (5). Dentro del género Pichia se encuentran especies tanto fermentativas como no fermentativas y se han encontrado varios tipos de coenzimas Q (CoQ7, CoQ8 y CoQ9) como intermediarias en la cadena de trasporte electrónico, lo que muestra que el género es muy heterogéneo; sin embargo, algunas de sus especies han sido transferidas de forma prematura al género Yamadazyma. Hasta 1996 este género había sido enriquecido con la transferencia de algunas especies del género Hansenula.


  Ventajas de Pichia pastoris como modelo biológico para la expresión de proteínas recombinantes


  Los medios y los protocolos para el crecimiento de P. pastoris fueron desarrollados en la década de los 70´s por la Philips Petroleum Company (4, 16), como herramienta biológica para utilizar el metanol, (fuente de carbono de bajo costo), en la obtención de proteínas de alta calidad para la alimentación del ganado (17). Varios sistemas de cultivo fueron formulados para esta levadura, los cuales generaron concentraciones de biomasa seca alrededor de 130g/l y productividades de 10g l-1 h-1 (18). Desafortunadamente la libra de SCP resultó ser mucho más costosa que la libra de soya. Por tal motivo, la compantilde;ía dirigió sus esfuerzos al desarrollo de sistemas de expresión de proteínas recombinantes (19, 20); sistemas que en la actualidad han servido para la expresión de una gran cantidad de proteínas foráneas (1, 8, 20-24).


  El sistema de producción de proteínas recombinantes, desarrollado por la Philips Petroleum Company resultó ser más eficiente y económico, comparado con los sistemas bacterianos y el cultivo de células de mamíferos e insectos. Este sistema posee varias características que se suman a las altas densidades de crecimiento y a la productividad referida con anterioridad; estas características son: (i) el costo de los medios, equipo e infraestructura de los cultivos de levaduras son mucho más económicos que los de las células de mamíferos e insectos, (ii) el sistema de expresión de proteínas disentilde;ado, es inducido por adición de metanol y generalmente es integrado al cromosoma de la levadura para ganar estabilidad en la construcción genética, (iii) este microorganismo realiza modificaciones postraduccionales como la glicosilación, adicionando un patrón de azúcares de tamantilde;o pequentilde;o y muy similar al humano, (iv) la posibilidad de secretar de forma directa la proteína clonada, lo que significa en términos prácticos un paso de pre-purificación y (v) esta levadura no produce endotoxinas por lo que podría considerarse un microorganismo seguro (GRAS) (2, 8, 24-26).


  Los peroxisomas en el metabolismo del metanol


  Los peroxisomas son organelos que se encuentran presentes en todas las células eucariotas y se caracterizan por la presencia de enzimas como la catalasa (E.C. 1.11.1.7) y al menos una oxidasa generadora de peróxido de hidrógeno (H2O2). Estos organelos están constituidos por una membrana simple y pueden variar considerablemente de tamantilde;o, cantidad y contenido enzimático, dependiendo del organismo, el tipo de célula y las condiciones ambientales. Teniendo en cuenta que los peroxisomas no poseen ácidos nucleicos ni ribosomas, todas las proteínas del peroxisoma están codificadas en el ADN nuclear y deben ser sintetizadas e importadas postraduccionalmente a los peroxisomas, gracias a las secuencias sentilde;ales para la importación .peroxisomal targeting signals. (PTS). Hasta 1999 dos clases de PTSs se habían caracterizado. La primera y más común la PTS1, es una sentilde;al compuesta por los tres primeros aminoácidos de la región C-t de muchas de las proteínas peroxisomales de animales, plantas y levaduras (SKL); la segunda sentilde;al (PTS2) conformada por la secuencia (RLX5H/QL), secuencia que se localiza cerca de la región N-t de las proteínas peroxisomales en mamíferos y levaduras. En levaduras la biogénesis de los peroxisomas (proliferación) es inducida marcadamente por la utilización de ciertas fuentes de carbono tales como el metanol y el ácido oléico (27-31).


  Metabolismo del metanol enP. pastoris


  El metabolismo del metanol se inicia en el interior de los peroxisomas. El metabolismo comienza cuando el metanol es oxidado, en presencia de oxígeno, por la enzima alcohol oxidasa, produciendo formaldehído y H2O2. El peróxido de hidrógeno es tóxico para la célula, por tanto es retenido en el peroxisoma hasta que la catalasa lo convierte en H2O y O2. Una parte del formaldehído es convertido en dihidroxiacetona (DHA) y gliceraldehido fosfato (GAP) a través de la acción de la transcetolasa dihidroxiacetona sintasa (E.C.2.2.1.3). La DHA es liberada al citosol y fosforilada por la dihidroxiacetona quinasa (E.C. 2.7.1.29) para formar DHAP; esta molécula puede experimentar dos reacciones, la reacción de interconversión de triosas fosfatos para formar GAP gracias a la acción de la enzima triosa fosfato isomerasa (E.C. 5.3.1.1) y alimentar así la segunda fase de la vía glucolítica; la otra reacción y al parecer la más descrita por los autores es la condensación con una molécula de GAP para formar fructosa 1,6-bifosfato (1,6FBP) y luego fructosa 6-fosfato (F6P), en estas transformaciones intervienen las enzimas fructosa 1,6-bifosfato aldolasa (E.C.4.1.2.13) y fructosa 1,6-bifosfatasa (E.C.3.1.3.11) respectivamente; esta última hace parte del proceso conocido como gluconeogénesis (13, 24, 32).


  De forma alternativa, la fructosa 6-fosfato (F6P) puede formar biomasa o incorporarse a la vía de las pentosas fosfatos (vía de las pentosas) para formar xilulosa 5-fosfato (Xu5P) y realimentar el ciclo en DHAP; de igual manera la DHAP es regenerada varias veces lo que favorece la formación de biomasa.


  El formaldehído restante de la oxidación del metanol difunde al citosol donde reacciona con glutatión a través de las enzimas formaldehído deshidrogenasa (E.C.1.2.1.1) y formato deshidrogenasa (E.C.1.2.1.2), para formar CO2 con desprendimiento de NADH+H (fuente de energía) (13, 24, 33) Figura 1.


  Metabolismo del glicerol en P. pastoris


  Una vez que el glicerol entra a la célula es fosforilado por la glicerol quinasa (E.C.2.7.1.30) para formar glicerol 3-fosfato (G3P), posteriormente ocurre la oxidación del G3P a DHAP debido a la acción de la enzima FAD-dependiente glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (E.C.1.1.99.5). Finalmente la DHAP continúa la segunda fase de la vía glicolítica y se obtiene el ácido pirúvico. Posteriormente el piruvato es oxidado a acetil-CoA y alimenta el ciclo de los ácidos tricarboxilicos (TCA) de donde se obtienen GTP, NADH + H y FADH2, estos dos últimos serán utilizados posteriormente para generar ATP a través de la cadena de transporte electrónico y fosforilación oxidativa (Figura 1) (33-36).


  Metabolismo del etanol en P. pastoris


  A partir del piruvato puede dispararse la fermentación alcohólica, lo que depende de la capacidad respiratoria y el ritmo metabólico de la glucólisis. En este proceso el piruvato es transformado a acetaldehído por la piruvato descarboxilasa (E.C.4.1.1.1) y éste es reducido para formar etanol, reacción catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa (E.C.1.1.1.1) (33, 37). Adicionalmente, el etanol puede ser empleado como fuente de carbono y energía, si se restablece la capacidad respiratoria de la levadura. En este caso el etanol sería transformado hasta acetaldehído por la alcohol deshidrogenasa y luego a acetato por la acetaldehído deshidrogenasa (E.C. 1.2.1.10) para que finalmente la acetil-CoA sintasa lo convierta en acetil-CoA (33).


  Efecto del glicerol, el etanol y el acetato sobre el crecimiento de P. pastoris


  Para la producción de proteínas heterólogas en P. pastoris, normalmente se emplea el esquema de tres fases en cultivos de alta densidad.
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  Figura 1. Mapa metabólico parcial de Pichia pastoris disentilde;ado por los autores para este artículo. números en color rojo: enzimas que participan en cada vía. (color azul): glucólisis y gluconeogénesis en el citoplasma, 1: hexoquinasa (E.C.2.7.1.1), 2: glucosa fosfato isomerasa (E.C.5.3.1.9), 3: 6-fosfofructo quinasa (E.C.2.7.1.11), 4: fructosa 1,6-bifosfato aldosa (E.C.4.1.2.13), 5: triosa fosfato isomerasa (E.C.5.3.1.1), 6: gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (E.C.1.2.1.12), 7: fosfoglicerato quinasa (E.C.2.7.2.3), 8: fosfoglicero mutasa (E.C.2.7.5.3), 9: enolasa (E.C.4.2.1.11), 10: piruvato quinasa (E.C.2.7.1.40), 11: glucose 6-phosphatase (E.C.3.1.3.9), 12: fructosa 1,6- bifosfatasa (E.C.3.1.3.11). (color negro): degradación de metanol en el peroxisoma, 13: alcohol oxidasa (E.C.1.1.3.13), 14: catalasa (E.C. 1.11.1.7), 15: formaldehído deshidrogenasa (E.C.1.2.1.1), 16: formato deshidrogenasa (E.C.1.2.1.2), 17: dihidroxiacetona sintasa (E.C.2.2.1.3), 18: dihidroxiacetona quinasa (E.C. 2.7.1.29). (color marrón): vía de las pentosas fosfato, 19: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.49), 20: lactona hidrolasa (E.C.3.1.1.45), 21: 6-fosfogluconato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.43), 22: ribosa fosfato isomerasa (E.C.5.3.1.6), 23: ribulosa fosfato 3-epimerasa (E.C.5.1.3.1 ), 24: transcetolasa (E.C.2.2.1.1), 25: transaldolasa (E.C. 2.2.1.2). (verde): reacciones no relacionmadas directamente con ninguna vía metabólica, 26: lactato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.27), 27:

  complejo de la piruvato deshidrogenasa (piruvato deshidrogenasa, dihidrolipoil-transcetilasa y dihidrolipoil-deshidrogenasa), 28: piruvato descarboxilasa (E.C.4.1.1.1), 29: alcohol deshidrogenasa (E.C.1.1.1.1). (morado): ciclo de krebs, 30: citrato sintasa (E.C. 4.1.3.7), 31: aconitasa (E.C.4.2.1.3), 32: isocitrato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.41), 33: a-cetoglutarato deshidrogenasa (E.C.1.2.4.2), 34: succinil-CoA sintetasa (E.C.6.2.1.4), 35: succinato deshidrogenasa (E.C.1.3.99.1), 36: fumarasa (E.C. 4.2.1.2), 37: malato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.37). (color negro al interior de la mitocondria): cadena de transporte elctrónico. (color negro discontinua de punto grueso): Metabolismo del glicerol, 38: glicerol quinasa (E.C.2.7.1.30), 39: glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (E.C.1.1.99.5).


  En la primera fase la levadura recombinante es cultivada en medios salinos suplementados con un azúcar no fermentable como el glicerol (cultivo discontinuo). Una vez que el glicerol es consumido se inicia la fase de transición; en esta fase se alimenta glicerol en cantidades que mantengan el crecimiento exponencial limitado por sustrato. El consumo de productos secundarios como el acetato y el etanol generados durante el cultivo discontinuo son de gran importancia para preparar las células para la tercera fase o fase de inducción (37).


  En la tercera fase generalmente se adiciona metanol en concentraciones limitadas, lo que debe resultar en la expresión de la proteína recombinante. Como en la mayoría de los trabajos realizados, la utilización de glicerol en la fase de crecimiento resulta en la producción de etanol y acetato (Figura 1). Inan y Meagher (37, 38), estudiaron el comportamiento en el crecimiento de P. pastoris al adicionar etanol y acetato durante la fase de inducción. En este estudio se demostró que P. pastoris es capaz de crecer en glicerol, metanol y etanol como únicas fuentes de carbono y energía; además, se demostró el crecimiento diáuxico cuando dos o tres de estas fuentes de carbonos se encontraban presentes en forma simultánea, especialmente en las mezclas etanol-metanol y etanolglicerol. De esta manera se pudo establecer la prioridad de utilización de las diferentes fuentes de carbono, glicerol > etanol > metanol (37).


  Durante el crecimiento en la mezcla glicerol-etanol el consumo del glicerol precede la utilización del etanol, lo que genera la acumulación transiente de acetato una vez que se ha agotado el glicerol. La diauxia se genera durante la adaptación de la P. pastoris para crecer a expensas del acetato como única fuente de carbono (37) (Figura 1). Otro patrón de crecimiento diáuxico ha sido observado al crecer la levadura en la mezcla etanolmetanol, en este caso el metanol no es consumido hasta que se agota el etanol; sin embargo, la producción de acetato es 10 veces menor (37). En el caso de la mezcla glicerol-metanol no fue posible observar un comportamiento diáuxico evidente, a pesar de que el glicerol es consumido más rápidamente. En esta mezcla el consumo de metanol comienza antes que el consumo de glicerol termine, lo que indica que ciertos niveles de glicerol no reprimen (37) la expresión de la alcohol oxidasa. Cuando se emplea la mezcla de las tres fuentes de carbono la prioridad de utilización es la siguiente, glicerol > etanol > acetato (acumulado por la utilización del etanol) > metanol.


  El glicerol es una fuente de carbono no fermentable y P. pastoris no es considerada una levadura fermentativa; sin embargo, el etanol se acumula durante el cultivo cuando se emplea una tasa alta de alimentación de glicerol. Este fenómeno ha sido reportado en varias ocasiones pero el mecanismo aún no ha sido explicado (39-41). Algunos autores han considerado que el etanol es metabolizado a acetaldehído y luego a acetato, el cual es asimilado como acetil-CoA; proceso que ha sido descrito para H. polymorpha y para P. methanolica (37, 42, 43).


  La regulación del metabolismo del metanol en los organismos metilotróficos es un proceso complejo que incluye la síntesis, la activación y la degradación de las enzima involucradas. Estas enzimas son inducidas por metanol, formaldehído y formato (efectores positivos). Sin embargo, la actividad alcohol oxidasa es disminuida por la glucosa y el etanol (efectores negativos) a través de dos mecanismos de regulación, la represión y la inactivación por catabolito. El primero de estos mecanismos involucra el control sobre la síntesis deRNA y el segundo la inactivación o degración de enzimas. La formación de acetato como consecuencia de la utilización del etanol reprime la expresión de la alcohol oxidasa mientras que se agota (37).


  Represión por catabolito


  En sentido general la represión por catabolito está mediada por la concentración intracelular de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), concentración que es inversamente proporcional a la concentración de glucosa en el medio de cultivo. Cuando la célula crece en presencia de glucosa el nivel intracelular de AMPc es bajo, a causa de que la glucosa inhibe la actividad adenilciclasa (E.C.4.6.1.1). Cuando la glucosa se consume totalmente aumenta la concentración de AMPc rápidamente y forma un complejo con la .proteína receptora de AMPc., complejo que actúa sobre el promotor AOX1, induciendo la utilización de otras fuentes de carbono (44).


  Inactivación por catabolito


  El crecimiento de las levaduras metilotróficas en presencia de metanol como única fuente de carbono y energía trae como consecuencia la biogénesis de los peroxisomas. Cuando células crecidas en metanol son transferidas a medios de cultivos que contienen fuentes de carbonos diferentes como glucosa o etanol, los peroxisomas desaparecen rápidamente como consecuencia de una degradación activa, que involucra la degradación proteolítica de los peroxisomas (45-48).


  Estudios realizados por Murray et al., (45), demostraron que la desaparición de los peroxisomas en P. pastoris después de 24h de bioconversión de etanol a acetaldehído confirma la inactivación por catabolito de la alcohol oxidasa; de la misma manera confirmaron, que la pérdida de los peroxisomas en células incubadas durante 48h en tampón fosfato en presencia de acetaldehído y O2, es causada por el acetaldehído. Se cree que la presencia del acetaldehído genera la necesidad de un metabolismo aeróbico. El papel del O2 hasta 1990, no era muy claro; sin embargo, las conclusiones de Murray (45) estaban basadas en observaciones realizadas en H. polymorpha, microorganismo en que se demostró la posibilidad prevenir la degradación de los peroxisomas cuando se inhibe el metabolismo energético a través de la incubación anaeróbica, por la adición de iones que inhiben la cadena respiratoria o cuando se transfieren las células a medios de cultivos con fuentes de carbono no metabolizables, como la deoxiglucosa (49).


  También se sugiere que la utilización de células de P. pastoris para la bioconversión de etanol a acetaldehído mimetiza la situación en la que células crecidas en metanol son transferidas a un medio con etanol; bajo estas condiciones los peroxisomas no son requeridos, lo que dispara el inicio de una serie de eventos regulatorios relacionados con la degradación de los peroxisomas y con la proteólisis (autofagia) para generar nuevamente una mezcla de aminoácidos. Un aumento en la concentración de AMPc ocurre cuando aparecen las primeras moléculas de acetaldehído en presencia de O2, lo que activa las proteínas quinasas dependientes de AMPc. Estas proteínas fosforilan las enzimas del peroxisoma, lo que funciona como una marca o sentilde;al para la degradación proteolítica posterior (45).


  En P. pastoris la inactivación por catabolito se completa alrededor de 21h después de que aparece la primera molécula libre de acetaldehído como resultado de la bioconversión de etanol (45).


  Inducción del proceso de autofagia enP. pastoris


  Las células de mamíferos y las levaduras son capaces de responder a los cambios ambientales y al estrés nutricional con la activación de la degradación de proteínas a través de dos procesos conocidos como microautofagia y macroautofagia (49-51).


  La microautofagia es el proceso donde los componentes celulares son rodeados por invaginación de la membrana lisosomal o por una protuberancia del lisosoma similar a un dedo o por una vacuola. El resultado es la formación de vesículas intralisosomales que contienen secuestrados los componentes celulares fosforilados y que serán degradados por las enzimas hidrolíticas (52).


  La macroautofagia es el proceso donde los componentes celulares son secuestrados primeramente dentro de un autofagosoma originado por la invaginación del retículo endoplasmático rugoso. Entonces el autofagosoma se fusiona con un lisosoma o una vacuola liberando su contenido para que las hidrolasas ácidas actúen sobre los componentes marcados (fosforilados). Las enzimas citosólicas y peroxisomales involucradas en el metabolismo del metanol son sintetizadas cuando P. pastoris crece en presencia de metanol. Cuando se transfieren células adaptadas a crecer en metanol a un medio con glucosa o etanol, estas enzimas son secuestradas selectiva y rápidamente y degradadas dentro de las vacuolas de la levadura (52).


  Características y regulación de la expresión génica de la alcohol oxidasa (AOX I) de P. pastoris


  La alcohol oxidasa funcional, es un homooctámero, en el cual cada subunidad (~74kDa) contiene un enlace no covalente con nucleótidos de flavina (FAD+) como grupo prostético (7, 53, 54). Esta enzima codificada por el gen AOX1, presenta baja afinidad por el O2; afinidad que P. pastoris compensa con la producción de grandes cantidades de la misma (55). Estudios recientes mostraron la existencia de un segundo gen funcional de alcohol oxidasa en P. pastoris, (AOXII), el cual tiene 90% de homología en la región codificante con AOX1. Sin embargo esta enzima AOX II es sólo una pequentilde;a parte de la AOX producida por esta levadura (55-57).


  La regulación de la expresión génica de AOX al parecer es mediada por represor, de forma tal que, cuando la levadura crece en presencia de glucosa o etanol no se sintetiza la enzima (represión por catabolito). La expresión de la enzima se induce cuando se crece en metanol, llegando a significar hasta el 30% de la proteína total producida por la célula (21, 55, 56). Esta regulación implica dos pasos, un mecanismo represión/derepresión o apagado/encendido (.on-off.), sumado a un mecanismo de inducción. La derepresión del AOX1 (ausencia de una fuente de carbono como glucosa, etanol o acetato) no es suficiente para que se exprese la enzima, aún en niveles basales. Entonces se requiere del agente inductor (metanol) para obtener niveles detectables de AOX (58). La pérdida del AOX1 significa por lo tanto la pérdida de la mayor parte de la actividad alcohol oxidasa (~80%), y resulta en el fenotipo conocido como Muts (utilización lenta del metanol y crecimiento pobre) (16). El fenotipo Mut+, es el fenotipo nativo y le permite a las células crecer en medio con metanol (1-3, 16, 58).


  Estudios realizados en H. polymorpha han demostrado la presencia de monómeros inactivos de AOX en el citosol y que estos son exportados al peroxisoma (dependiendo de las PTS) donde la proteína es activada (formación del octámero y unión de FAD+) (59). Experimentos realizados .in vivo. e .in vitro. Demuestran que el ensamblaje del octámero activo no es un proceso espontáneo y que se requiere de ciertos factores de ensamblaje (proteínas auxiliadoras específicas) entre las que se encuentran factores de unión, factores de ensamblaje y factores de traslocación (60, 61); adicionalmente estos experimentos sugieren, que no es necesario un ambiente ácido como el de la matriz peroxisomal para el ensamblado de la AOX (59, 62).


  Ozimek et al., (59), identificaron la proteína piruvato carboxilasa (E.C. 6.4.1.1) como la primera proteína que tiene una función esencial en el ensamblaje de la AOX en levaduras metilotróficas. La piruvato carboxilasa es una enzima anaplerótica que alimenta el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) con oxalacetato obtenido a partir de piruvato. Las levaduras deficientes de esta enzima no pueden crecer en médios mínimos con glucosa, a menos que sean suplementados con aspartato o glutamato y en forma inesperada se demostró que las cepas de H. polymorpha y P. pastoris deficientes de esta enzima, son incapaces de crecer en metanol, independientemente de la presencia de aspartato o glutamato y que esta deficiencia en el crecimiento se debe a un bloqueo severo en el proceso de ensamblaje de la AOX. Los resultados de Ozimek et al. (59), fueron convincentes en que la proteína piruvato carboxilasa (no, la actividad enzimática) es necesaria para el ensamblaje de la alcohol oxidasa. Otros estudios (53, 59) .in vitro., han revelado la afinidad de la proteína piruvato carboxilasa y su interacción física con AOX (53, 59), sugiriendo que en levaduras metilotróficas la primera de estas proteínas juega un doble papel; de un lado la conocida y bien caracterizada función como enzima anaplerótica y del otro, un papel específico en el proceso de organización y ensamblaje de la alcohol oxidasa, posiblemente mediando la unión de FAD+ a los monómeros de AOX (53, 59).


  Efecto del etanol y el acetato sobre la expresión de proteínas heterólogas en P.pastoris.


  Algunos trabajos han permitido proponer un sistema de expresión para la producción de proteínas recombinantes en P. pastoris (2, 8, 18, 58, 63), lo que ha generado el desarrollo de nuevos vectores de expresión, basado en que P. pastoris no presenta plásmidos nativos. Estos vectores se integran por recombinación homóloga al genoma de la levadura portando genes de complementación autotrófica como HIS4 que codifica para la enzima histidinol deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.23), y son utilizados como marcadores de selección; se producen mutantes de crecimiento lento o rápido (Muts y Mut+) dependiendo del sitio de integración (AOX 1 o HIS respectivamente) (23, 64, 65).


  Sibirny (66), estudió la inactivación de la alcohol oxidasa y la catalasa como consecuencia de la presencia de etanol y acetato en mutantes de P. methanolica, donde encontró que la represión del AOX en cepas isogénicas con mutaciones en los genes para acetil-CoA sintetasa (acs1, acs2, acs3), isocitrato liasa (icl1) (E.C. 4.1.3.1), malato sintasa (mls1) (E.C. 2.3.3.9), fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (pck1) (E.C. 4.1.1.38) y para la enzima málica (mdd1) (E.C. 1.1.1.37), no perjudicaba la represión a causa de la presencia del etanol (66). En contraste, con las mutaciones realizadas en los genes que codifican para las enzimas alcohol deshidrogenasa (adh1, adh2) y acetaldehído deshidrogenasa (aldX), las cuales perjudican la represión inducida por etanol sobre los genes para AOX y catalasa; indicando que el acetato reprime estas dos enzimas. Sibirny sugirió que la molécula de acetato podría ser el co-represor que evoca o promueve la represión de las enzimas encargadas del metabolismo de los compuestos de un carbono (C1) en un medio de cultivo con etanol (37, 66).


  Las levaduras P. methanolica y P. pastoris están taxonómicamente muy relacionadas y las vías de utilización de metanol son similares. Esto significa que los genes AOX 1 y AUG1 en P. pastoris y P. methanolica respectivamente, son regulados de manera muy similar. Resultados obtenidos por Inan y Meagher (37), en la expresión de b-galactosidasa (b- gal) en P. pastoris, demostraron que mientras el acetato no fuera consumido no era posible detectar actividad b-gal. Estos autores identificaron dos proteínas que se unen al promotor AOX en extractos celulares de P. pastoris crecidas en las mezclas metanol/etanol y metanol/glicerol y sugieren que alguna de estas proteínas (aún en estudio) podría ser la molécula represora (37).


  Algunas de las conclusiones del trabajo de Inan y Meagher (37) sentilde;alaron que concentraciones de acetato y etanol entre 10 y 50mg l-1, inhibían la expresión de b-gal en experimentos realizados en erlenmeyers. agitados, mientras que la adición de 10mg l-1 de acetato y etanol no causaba inhibición en la expresión de b-gal en cultivo alimentado. Lo que demostraba que los niveles de acetato y etanol en bioreactores deben ser monitoreados con detenimiento si se pretende lograr altos rendimientos de la proteína de interés (37).


  Poutou et al., (67) estudiando el comportamiento de un clon productor de iduronato-2-sulfato sulfatasa humana recombinante (IDShr) bajo diferentes condiciones de experimentación (67), observaron que prácticamente agotado el glicerol, la adición de 0.5% (v/ v) de metanol generó un aumento en la concentración de O2 disuelto, que en las 40h siguientes se acumulaba el metanol y que la diauxia se extendía hasta las 80h. Fue en este punto donde comenzó el consumo marcado de metanol. En el trabajo de Córdoba (68) se comenta que no se midió la producción de metabolitos como etanol y acetato, sin embargo, teniendo en cuenta el comportamiento en el crecimiento, los resultados son bastante similares a los propuestos por Inan y Meagher (37, 38). En otro de los procesos, para la producción de IDShr, la acumulación de metanol hace que se alcancen niveles de ~5% (v/ v) en el medio de cultivo, lo que ofrece la oportunidad para que la acumulación de H2O2 haya resultado tóxica para la célula, motivo por el cual no se logra recuperar el crecimiento.


  En términos metabólicos los resultados obtenidos por Poutou et al., (67) podrían significar que la velocidad de muerte celular (µ(m)) causada por el efecto del H2O2 y no por carencia de sustrato sea igual a la velocidad de crecimiento (µ(x)):


  [image: ]


  Sin embargo, en este trabajo se manejan los datos de crecimiento como peso seco, lo que no permite discriminar entre las células vivas y las muertas.


  Poutou et al., (67) emplearon concentraciones iniciales de glicerol diferentes y en todos los casos la tendencia en la acumulación de metanol fue la misma (40 -100h), lo que hace pensar que alrededor de la hora 80 hay limitación de O2 disuelto o que otros metabolitos como acetato o etanol estaban siendo utilizados hasta entonces para el crecimiento. La duración promedio de los procesos fue de 98.66h y la Actividad específica IDShr presentó un valor promedio de 17.16 nmol/h mg de proteína al final de cada proceso (67, 68), lo que genera incertidumbres como:


  ¿Hasta que punto, la actividad IDShr detectada al final de los procesos es el resultado de que la velocidad de degradación de la proteínas es igual a la velocidad de síntesis de las nuevas moléculas?


  ¿Hasta que punto, durante los procesos se ha producido una cantidad considerable de la proteína recombinante, pero una buena parte de ella se produce de manera inactiva y por eso no es detectable por la técnica de actividad enzimática?


  La fórmula 3 permite plantear la posibilidad de que las células al morir liberan el contenido intracelular al medio, donde existen proteasas que pueden actuar en su contra. Sin embargo, la concentración de proteínas extracelulares después de las 80h de cultivo es estable (68); y la manera en que justifican este comportamiento es a través de la actividad proteolítica extracelular. En todos los casos, aunque bajas, las mayores actividades proteolíticas aparecieron a las horas finales de los procesos, mostrando cierta relación inversamente proporcional con la actividad de la IDShr.


  La segunda incertidumbre se puede resolver siguiendo la producción de la enzima recombinante independientemente de si es o no activa, utilizando anticuerpos policlonales de tipo IgGaIDSh (69) o preferiblemente empleando un ELISA indirecto con anticuerpos IgYaIDSh obtenidos a partir de huevo de gallina, producidos contra péptidos sintéticos que están presentes en epítopes específicos de la IDSh y que no están presentes en ninguna enzima de la misma familia, con lo cual se evita reactividad cruzada entre las enzimas miembro de la misma familia. En este sentido ya existen datos al respecto que serán publicados próximamente (Comunicación personal

  Catalina Sosa).


  Efecto del ácido oléico sobre la expresión de proteínas peroxisomales en levaduras


  El ácido oléico es un ácido graso de cadena larga mono-insaturado (18:1), e induce la biogénesis de los peroxisomas (70, 71) en varios organismos. Según se mencionó con anterioridad P. pastoris es una de las pocas levaduras capaces de metabolizar metanol y oleato con la consecuente proliferación de los peroxisomas.


  Algunos grupos de trabajo han empleado el ácido oléico (CH3 (CH2)7 CH=CH (CH2)7 COOH) como antiespumante gracias a su naturaleza química (67, 68). Sin embargo, son pocos los trabajos donde se haya utilizado este compuesto como única fuente de carbono para el cultivo de P. pastoris, pero se sabe que las levaduras metabolizan el compuesto a través de la b-oxidación, proceso que ocurre únicamente en los peroxisomas (71). La necesidad de procesar el ácido oléico a través de b-oxidación, induce la biogénesis de peroxisomas en las levaduras, lo que genera un aumento en la producción de las enzimas peroxisomales, entre las que se encuentra la AOX.

  Al crecer P. pastoris en un medio oleoso, la concen85 tración de AOX es significativa, sin embargo no rebasa el 1 ó 2% de lo que se produce cuando se induce el sistema con metanol (CoMunicación Personal James M. Cregg).


  De esta manera, podría deducirse que las enzimas expresadas bajo el control del promotor AOX1 no aumentaran significativamente su concentración por el hecho de utilizar ácido oléico como fuente de carbono. Mientras que la combinación de ácido oleico y glicerol tiene un efecto importante en el aumento de la cantidad de lípidos producidos en las levaduras como S. cerevisiae (72). No obstante, aún no es claro si el mecanismo desencadenado por la presencia de oléico ocurre directamente sobre los promotores de las proteínas peroxisomales (inducción), afecta el contenido de AMPc o desbloquea de alguna manera la represión catabólica que puede ejercer alguna de las otras fuentes de carbono que se estén empleando.


  Conclusiones


  Son varias las estrategias empleadas para el cultivo de P. pastoris con el propósito de expresar proteínas recombinantes. En este artículo se ha discutido el uso de diferentes fuentes de carbono para los cultivos de P. pastoris con el propósito de expresar proteínas recombinantes. Para tal efecto hemos usado como ejemplo nuestra experiencia en la expresión de la enzima IDShr, para la cual hemos logrado niveles importantes de expresión usando inducción con 0.5% (v/v) de metanol cada 24 horas y la conveniencia de seguir la síntesis de la proteína en los cultivos independientemente de la actividad biológica. Hemos discutido la influencia del ácido oleico sobre el sistema de expresión y la necesidad de profundizar en el estudio de los metabolitos secundarios y su acción sobre los niveles de expresión, con miras a optimizar las condiciones de producción de las enzimasrecombinantes en sistemas de expresión AOX1-regulados en P. pastoris.
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  Resumen


  El estudio del retardo de crecimiento intrauterino (RCIU) continúa siendo importante tanto a nivel obsté- trico como pediátrico. El interés se centra en los factores que inciden directamente en las fallas de crecimiento in útero y sobre sus consecuencias postnatales. Además del potencial genético, heredado de los padres, el desarrollo y supervivencia del feto depende directamente del suministro de los sustratos necesarios, como azúcares, ácidos grasos, proteínas, aminoácidos; de esta manera alcanza su peso potencial. Si la disponibilidad de estas fuentes disminuyen en forma persistente, la supervivencia del feto puede verse amenazada. En este artículo se hace una revisión sobre el papel que tienen dichas fuentes y sus alteraciones e implicaciones en los casos de RCIU.


  Abstract


  The study of the retard of intra-uterine (RCIU) growth continues being important so much at obstetric level as pediatric. The interest is centered in the factors that impact directly in the flaws of growth in uterus and on its postnatal consequences. Besides the genetic potential, inherited of the parents, the development and survival of the fetus depends directly on the supply of the necessary substrates, as sugars, fatty acid, proteins, amino acids; this way it reaches its potential weight. If the readiness of these sources diminishes in persistent form, the survival of the fetus can it turns threatened. In this article a revision is made on the paper that have this sources and its alterations and implications in the cases of RCIU.


  Introducción


  El RCIU se define como aquella circunstancia clínica en la cual el feto no alcanza su pleno potencial de crecimiento; como resultado final ocurre una disminución en el peso corporal, el cual queda por debajo del percentil 10 para la edad gestacional según tablas de crecimiento (1). Aunque la mayoría de los niños que nacen con RCIU alcanzan una talla adecuada, especialmente durante el primer año de vida (2), aproximadamente entre un 15-20 % presentan talla baja (3).


  Piel laxa, delgada, tejido graso subcutáneo reducido, abdomen excavado y grasa muscular de brazos, glúteos y muslos disminuida son características físicas de los neonatos con RCIU. Esta patología se considera una condición multifactorial donde están incluidos aspectos fisiopatológicos fetales, placentarios y maternos, entre los que se destacan reducción de nutrientes y disponibilidad de oxígeno, ingestión de drogas, disminución de la masa y flujo placentario, infección congénita y anomalías cromosómicas (4).


  El RCIU está asociado con un incremento en la morbilidad y mortalidad fetal antes y después del nacimiento (5,6). Basándose en el índice ponderal el RCIU puede presentarse bajo dos formas, RCIU simétrico y RCIU asimétrico (7).


  RCIU y Glucosa


  La glucosa es el principal substrato para el metabolismo energético fetal y su demanda se incrementa a medida que avanza el crecimiento. Su transporte, dado a través de la placenta, depende de factores como el flujo sanguíneo, densidad del transportador y cambios en el potencial de membrana (8). Mediciones de glucosa en sangre obtenida por cordocentesis en fetos con RCIU han reportado concentraciones bajas, indicando que el feto humano con RCIU es hipoglicémico. Esto podría ser el resultado de alteraciones en la placenta o del metabolismo de la glucosa fetal (9). Niveles bajos de glucosa también han sido encontrados en niños con RCIU cuyas madres presentan niveles normales, sugiriendo disminución de la transferencia de glucosa a través de la placenta, presumiblemente debido a los transportadores de glucosa (10, 11).


  RCIU y Aminoácidos


  El consumo de etanol, nicotina, morfina y cocaína afecta notablemente el transporte de aminoácidos de la placenta al feto. Una disminución en la transferencia de aminoácidos a través de la placenta, o una dieta baja en proteínas, puede ser causa de RCIU (12). En sangre de cordón de fetos con RCIU se ha encontrado concentraciones bajas de aminoácidos esenciales como lisina y leucina, que son transportados a través de la placenta por el sistema de transporte independiente de sodio (13).


  Los aminoácidos presentes en la circulación materna son transportados por la placenta hacia la circulación fetal. Sin embargo, no todos los aminoácidos que entran a la circulación fetal desde la placenta son originados en la circulación materna, algunos son sintetizados dentro de ésta a partir de otros precursores. Eventualmente un aminoácido de la circulación materna puede ser utilizado en su totalidad dentro de la placenta (14). Los aminoácidos no esenciales como la glicina y la alanina son transportados por el sistema dependiente de sodio. La glicina se encuentra en concentraciones elevadas en la placenta y puede ser importante en la absorción de otros aminoácidos (15).


  RCIU y Lípidos


  Los ácidos grasos son componentes fundamentales de la membrana celular y son importantes para el desarrollo y crecimiento fetal; son fuente de energía y actúan como precursores de moléculas de señalización celular (16). Estudios recientes sobre el rol de la oxidación de los ácidos grasos en la unidad fetoplacentaria han demostrado que la placenta expresa enzimas importantes para el proceso de ß-oxidación de ácidos grasos de cadena larga, comparables a las presentes en el músculo esquelético (17).


  Cuando no se produce la ß-oxidación, hay una transferencia de metabolitos intermediarios a la circulación materna, quienes han sido postulados ser causantes de preclampsia, lo que a su vez puede causar RCIU (18).


  Se ha asociado una alteración en el metabolismo de lípidos con disminución de los depósitos de grasa. En plasma fetal se ha encontrado que los niveles de ácidos poliinsaturados de cadena larga (araquidónico y decosahexanoico) y sus metabolitos, también como sus precursores, los ácidos linoleico y el á linoleico (19) están significativamente disminuidos comprados con los maternos (20). Estos ácidos son necesarios en el desarrollo fetal especialmente por su alta demanda en la retina y el cerebro, cuyo máximo crecimiento se da entre el último trimestre de embarazo y los primeros meses de vida postnatal (21). Esta disminución ha sido asociada a complicaciones vasculares y neuronales, como también a hemorragias intraventriculares y retinopatías en la vida postnatal (22).


  Se han informado concentraciones altas de triglicéridos y ácidos grasos libres disminuidos en fetos con RCIU. Estas alteraciones son dadas por hipoglicemia crónica con lipólisis compensatoria e inhabilidad para hidrolizar los triglicéridos circulantes permitiendo la disminución del uso de los mismos para el depósito de grasa (23). Análisis en sangre de cordón de niños con RCIU, determinaron un aumento de la relación: lipoproteínas de alta densidad (HDL)/apolipoproteinaA y apolipoproteina B/apolipoproteina A, debido a la disminución de los niveles de apolipoprotiena A producida por el hígado fetal, sugiriendo una alteración en la síntesis hepática o en la secreción (24).


  Por otro lado, la leptina, hormona peptídica expresada y secretada por los adipositos, es conocida por regular el crecimiento del cuerpo y la masa de tejido adiposo a través de un mecanismo de retroalimentación (25). Su expresión en la placenta humana y en el amnios sugiere que puede estar involucrada en el crecimiento y desarrollo fetal (26). Durante el embarazo los niveles de leptina en sangre materna aumentan a medida que este transcurre, para luego descender después del nacimiento (27). Las concentraciones de leptina en liquido amniótico y sangre de cordón han sido correlacionadas con el peso al nacer, siendo sus niveles más bajos en los casos de RCIU (28,29).


  RCIU y Minerales


  El rol de los minerales sobre el crecimiento fetal ha sido menos estudiado. Los minerales pueden directamente afectar el crecimiento lineal y ponderal, como también pueden tener efectos indirectos ya que actúan como cofactores para las enzimas, las cuales se unen a dominios del ADN o actúan como componentes esenciales de la matriz ósea (30). Las reservas de zinc y de hierro en el feto son importantes para contribuir en un adecuado crecimiento. Concentraciones bajas de Zinc y de Hierro durante el embarazo se han asociado a un crecimiento fetal disminuido y bajo peso al nacer (31).


  El Zinc, el elemento más abundante intracelularmente, es necesario para la formación de RNA polimerasa I, II, III y ayuda a la configuración de las proteínas y de las metaloenzimas (32). El hierro se encuentra formando parte de las proteínas, especialmente de la hemoglobina que contiene el 60 % de hierro en el cuerpo, y de las enzimas mitocondriales, las cuales están involucradas en la síntesis de ATP. La deficiencia de hierro y la anemia durante el embarazo incrementa el riesgo de tener niños con bajo peso. Se considera que la transferencia del hierro al feto puede estar regulado por la reserva de la madre, quien debe transferir aproximadamente el 15% durante el periodo de gestación (33).


  La deficiencia de hierro afecta potencialmente procesos de desarrollo cerebral como la mielinización (34), el metabolismo monoamínico, el metabolismo energético y el crecimiento dendrítico del hipocampo (35). La suplementación de estos minerales durante el embarazo y los primeros meses de vida postnatal en niños con bajo peso al nacer y RCIU, ha resultado en un incremento significativo de peso y en la disminución de su vulnerabilidad, comparado con niños que no recibieron estos suplementos (36). Otro elemento importante que ha sido objeto de estudio en los casos de RCIU es el magnesio (Mg), que forma parte estructural de los huesos, tejidos blandos y dientes, constituyéndose en el quinto mineral en abundancia en el organismo. Un estudio prospectivo, comparando las concentraciones de Mg en sangre de cordón, y de neonatos a los tres y siete días de vida, reportó concentraciones más bajas en los casos de RCIU comparados con los adecuados para la edad gestacional. Lo anterior sugiere que este ión puede tener un efecto sobre la modulación de la homeostasis durante el periodo perinatal (37 ).


  RCIU y Los IGFs


  El crecimiento fetal in útero está influenciado por factores genéticos, nutricionales y hormonales. De la compleja red de factores de crecimiento y hormonas, que participan y controlan este proceso, los IGFs tienen un papel fundamental, no solo por estimular el anabolismo y la proliferación celular, sino también por su capacidad de distribución de nutrientes entre la placenta y el feto, a favor del feto (38).


  Aunque se conoce el rol del sistema IGF (IGF-I, IGF-II y sus receptores), pocos casos de RCIU han sido atribuidos a anormalidades genéticas de este sistema, cuyos defectos están a nivel cromosomal asociados a otras anormalidades, entre las cuales figuran retraso en el desarrollo, hipoplasia de órganos y braquidactilia entre otros (39). Se ha encontrado que el receptor tipo I (IGF-IR) tiene una concentración menor en los casos de RCIU y su afinidad por el IGFI está disminuido, especialmente en los eritrocitos, aunque éstos tengan un gran número de receptores comparado con los niños de peso adecuado para la edad gestacional (40). En los embarazos complicados por RCIU se ha podido establecer que las placentas presentan una disminución en la concentración del IGF-IR, lo cual puede contribuir a la alteración de las vías de señalización de este importante factor de crecimiento (41).


  Especialmente el factor de crecimiento insulínico (insulin-like growth factor-I, IGF-I), ha mostrado ser de mayor relevancia en la caracterización del fenómeno del crecimiento intrauterino, es producido por la mayoría de los tejidos fetales, actúa de manera paracrina induciendo el depósito de nuevo tejido. En sangre fetal y liquido amniótico ha mostrado relación con el peso fetal (42,43). La biodisponibilidad del IGFI está regulada por seis proteínas de unión (IGFBPs). El 80 % de lGF-I en circulación se encuentra formando un complejo ternario de 150 kDs con la IGFBP3 y una subunidad ácido lábil (44).


  En recién nacidos e infantes con RCIU, se han descrito dos proteasas, que convierten la molécula de IGFBP-3 en dos fragmentos diferentes, permitiendo eventualmente el incremento del IGF-I (45). En sangre materna, de mujeres con fetos con diagnóstico de RCIU, se ha observado que los niveles de la IGFBP- 3 aumentan en el primer y segundo trimestre, para disminuir en el tercero, probablemente por el efecto de la insulina sobre el IGFBP-1 (46).


  La IGFBP-1, mediante la unión al IGF-I regula la disponibilidad de IGF-I libre en circulación (47) y sus niveles en sangre fetal, tomada por cordoncentesis, especialmente en el tercer trimestre de gestación, han sido más altos en los casos de RCIU (48). También la concentración de cortisol se ha correlacionado positivamente con la IGFBP-1 y negativamente con el IGF-I en recién nacidos con peso apropiado para la edad gestacional. Sin embargo, en los casos de RCIU se ha encontrado una relación inversa entre los valores de cortisol en plasma y la longitud ganada en el primer trimestre de vida (49). Además, se ha informado una relación inversa entre los niveles de cortisol y el peso y longitud al nacer, y una relación alta entre cortisol/ cortisona, sugiriendo una deficiencia parcial de 11ßhidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2. Lo anotado anteriormente ha permitido sugerir que el cortisol podría modular negativamente modular el crecimiento durante el período perinatal en los niños con RCIU (50).


  RCIU y Líquido Amniótico


  La composición y el volumen del líquido amniótico está regulado por muchos procesos, los cuales incluyen: producción a través de la orina fetal y fluido pulmonar, remoción por deglución fetal y transferencia intramembranosa hacia el feto, y en menor proporción transferencia a través de la membrana coriónica hacia la madre (51). Otro de los hallazgos asociados al RCIU es el oligohidramnios, que se presenta en el 40% de los casos (52). La causa más probable es la reducción del flujo urinario fetal, como consecuencia de la redistribución del flujo sanguíneo, con desviación preferente hacia el cerebro y disminución de la perfusión renal (53). También puede ser causada por una insuficiencia placentaria, como producto de una hipoxia fetal, lo cual hace que se incremente la osmolaridad, las concentraciones de sodio y la reabsorción de agua por los tubulos renales (54).


  RCIU y Vida Postnatal


  Los niños nacidos con RCIU en la etapa adulta son más susceptibles de presentar enfermedades cardiovasculares, hipertensión, dislipidemias, obesidad (55), menarquia precoz e infertilidad (56), diabetes mellitus no insulinodependientes (57) y son más vulnerables a las infecciones.Tienen características fisiológicas que se cree alteran el desarrollo y metabolismo en la función de órganos. Algunos estudios reportan afección al sistema nervioso central (58). Las consecuencias del RCIU han sido estudiadas en tres campos:


  - La morbilidad y mortalidad perinatal. Los infantes nacidos con RCIU presentan mayores niveles de morbilidad y mortalidad perinatal, comparados con los niños de apropiado peso para la edad gestacional (59).


  - Crecimiento y desarrollo del niño. Aunque en el primer año de vida hay un crecimiento marcado, la gran mayoría permanecen más pequeños hasta el final de la adolescencia.


  - Salud y bienestar en las etapas de adolescencia y adulta. Se han encontrado diferencias en el coeficiente intelectual, dificultades en el lenguaje y problemas de comportamiento entre los niños y adolescentes que nacieron con RCIU (60).


  Las consecuencias del RCIU en la adolescencia y en la etapa adulta, sobre el crecimiento y desarrollo cognoscitivo han sido menos estudiadas y entendidas, debido a su gran complejidad y a lo dispendioso del seguimiento de quienes forman parte del estudio. Sin embargo, algunos estudios que hay al respecto, han cobijado los siguientes aspectos:


  El cerebro: Existe un período de sensibilidad en el proceso de maduración del cerebro antes y después del nacimiento (61), durante el cual el crecimiento, al igual que el comportamiento y desarrollo cognoscitivo pueden ser alterados por un déficit importante de nutrientes (62). Empleando resonancia magnética tridimensional se determinó que fetos con diagnóstico de RCIU, tenían el volumen cerebral disminuido, sugiriendo daño a nivel estructural, especialmente sobre la zona cortical (63).


  Comportamiento del niño: Los niños con RCIU generalmente tienen desarrollo sicomotor más lento, son más callados y difíciles de motivar que niños normales, presentan un estado de sueño inmaduro (64), su llanto es inusual, con frecuencias altas y poco armoniosas, y su fijación visual está disminuida. En el primer año de vida su sistema neurológico es menos maduro comparado con los de peso apropiado para la edad gestacional (65).


  A manera de síntesis, es importante anotar que el potencial adverso causado por la falta de metabolitos necesarios, al igual que la vulnerabilidad de un órgano y/o sistema particular en el feto, depende de la clase de nutrientes, la concentración y el tiempo de carencia de los mismos. Según el período gestacional, los efectos que desencadenan la carencia y/o déficit de los sustratos analizados en este articulo, pueden alterar procesos morfológicos o la expresión de genes para proteínas o factores endocrinos importantes en el crecimiento y desarrollo fetal y postnatal.
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  Introducción


  El objetivo que se plantea hoy en día frente a la microbiología es el de conocer y aprovechar todo el potencial metabólico de los microorganismos y transformarlos en biomasa que beneficie otras especies en la naturaleza.


  Los microorganismos, por mucho tiempo, han sido vistos por el hombre como un enemigo y ello generó una guerra que debe concluir. Los nuevos conocimientos y tecnologías han dado una nueva perspectiva al mundo microbiano y se hace necesario establecer una alianza o colaboración estratégica que permita remediar en conjunto situaciones que han sido causadas por la vivencia no recapacitada e irresponsable por parte de los seres humanos durante muchos siglos.


  En este sentido, el propósito de la ciencia microbiológica debe ser el de preservar las especies bacterianas en condiciones que permanezcan genéticamente estables, aunque por situaciones de adaptabilidad manifiesten cambios fenotípicos transitorios.


  Los microorganismos pueden ser conservados para su posterior estudio o utilización a través de diferentes métodos. La congelación se ha convertido en la elección con más ventajas y por ello es necesario considerar los diferentes factores que están implicados en este proceso: papel de la membrana, estrés bacteriano, criopreservantes y medios de conservación. La revisión de estas variables constituye el primer paso del proyecto Métodos óptimos de conservación de la microdiversidad autóctona.


  En la tendencia de recuperar la interacción orgánica se crea la necesidad de utilizar los microorganismos como fuentes dinámicas que produzcan transformaciones en los microsistemas, en la síntesis de sustancias, en el biocontrol por lo tanto se requiere identificar, caracterizar, conservar y preservar las cepas que tienen importancia en estas aplicaciones.


  Para dar respuesta al anterior propósito, se indagó acerca de diferentes factores que intervienen en la adaptación bacteriana al proceso de congelación.


  Congelación bacteriana


  La congelación bacteriana es un método físico químico que permite conservar microorganismos viables por un tiempo sin sufrir cambios genotípicos. En este proceso se involucra el agua como microambiente y es ella la que cambia su estado de líquido a sólido; de otro lado, la bacteria inmersa en este medio debe adaptarse a las condiciones de este nuevo ambiente, transformar la velocidad de su metabolismo, conservar su viabilidad y evitar que los cristales de hielo formados por el cambio de temperatura del agua le ocasione algún daño.


  En el proceso de adaptación bacteriana inducido por la congelación, es significativa la reducción en la velocidad metabólica, a tal punto que su metabolismo se hace imperceptible, pero suficiente para mantener el microorganismo vivo. Algunas de estas adaptaciones son: la producción de enzimas resistentes al frió, sistemas de transporte adaptados a bajas temperaturas, el aumento de la concentración de ácidos grasos en la cadena de fosfolípidos de la membrana celular, esta última, para que continúe el estado semifluído de la membrana y evitar la congelación.


  Factores relacionados con la adaptación bacteriana al proceso de congelación


  Microambiente


  En la naturaleza se encuentra una gran diversidad de ambientes que no cumplen con condiciones óptimas para el desarrollo de organismos superiores, sin embargo, encontramos organismos microscópicos perfectamente adaptados. El tamaño se constituye en una ventaja ya que por ser organismos tan pequeños, su ambiente también lo es, y por lo tanto esto le otorga versatilidad para que en espacios y tiempos muy reducidos las condiciones físico-químicas cambian y les permite adaptarse y desarrollarse (1-9).


  El ambiente que rodea a un ser vivo es un mundo complejo que incluye componentes bióticos (otros organismos vivos) y abióticos (compuestos no vivos); este espacio para los microorganismos bacterianos ha sido denominado microambiente; la interacción que surge en estos espacios es muy dinámica, la mayoría de las comunidades vivas que lo componen establecen relaciones de cooperación pero también de antagonismo que conlleva a cambios permanentes en los procesos de adaptación de las poblaciones bacterianas (9-10).


  La bacteria se relaciona con el microambiente que la rodea a través de movimientos, si se rodea de una sustancia química, la sustancia atrae la bacteria si es favorable para ella; si no le es favorable, la respuesta es alejarse de el. Estos movimientos dirigidos hacia una molécula señal se denominan taxias y están controlados por mecanismos moleculares. Esto le permite reconocer sus espacios favorables, modificarlos si puede, adaptarse o alejarse de ellos. (8) La capacidad que tienen los microorganismos de transformar las propiedades físicas, químicas y biológicas del ambiente en que se encuentran en cualquier condición, se acentúa aún más en condiciones no favorables en las cuales se ven abocados a originar cambios significativos y rápidos en sus actividades metabólicas. (1,12)


  Membrana Citoplasmática


  En la criopreservación bacteriana, es indispensable considerar el papel que juega la membrana citoplasmática, ya que actúa como barrera esencial y separa el interior del exterior celular. Así mismo, es necesario tener en cuenta que en situaciones, medios y ambientes hostiles y adversos no logra por si sola defender su estructura y conservar su arquitectura papel que es asumido por la pared (6).


  La composición de la membrana bacteriana es una bicapa lipídica hidrofóbica compuesta por ácidos grasos, así como unidades hidrofílicas como el glicerol hacia el exterior, posee un gran contenido de proteínas que se mueven libremente a través de la bicapa; de esta forma la membrana expresa dos cualidades la elasticidad y la permeabilidad.


  La estructura multifuncional que posee la membrana le permite llevar a cabo procesos metabólicos esenciales para la preservación de la viabilidad microbiana, razón por la cual, en los procesos de congelación pese a que la célula es sometida a cambios biofísicos y químicos del ambiente, logra adaptarse; una hipótesis de lo que sucede en este proceso, está relacionada directamente con el transporte pasivo que la célula hace con el agua, donde la no utilización de protectores llevaría a la salida de agua del interior de la célula para compensar el aumento de las concentraciones de soluto en el exterior a consecuencia de la formación de núcleos de hielo.


  Otro aspecto importante para considerar es el relacionado con el tamaño de las células procarióticas, en términos generales el hecho de que sean células tan pequeñas les ofrece una serie de ventajas biológicas.


  A menor tamaño, mayor velocidad y eficiencia en el intercambio de nutrientes Una de estas ventajas es la relacionada con el .ritmo con el que los nutrientes y las sustancias de desecho pasan del interior al exterior de las células y viceversa, el cual es generalmente inversamente proporcional al tamaño de la célula, por lo tanto este flujo afecta los ritmos metabólicos y de crecimiento. (1). Por lo tanto la velocidad de transporte es directamente proporcional a la superficie de la membrana celular, situación que explica por que las células procarióticas alcanzan mayores tamaños de población en espacios cortos de tiempo, debido por supuesto a las mayores tasas de crecimiento. .Estas tasas de crecimiento y los tamaños de población alcanzados permiten causar cambios en la fisicoquímica de su ecosistema en tiempos relativamente cortos. (1).


  Claro está, todo este recambio se realiza a través de la membrana plasmática la cual a pesar de su alta permeabilidad actúa a la vez como filtro seguro en el cumplimiento de todas las funciones fisicoquímicas, nutricionales, desintoxicantes y de adaptación al medio ambiente impidiendo así el paso libre de los compuestos polares, compuestos pequeños no polares y sustancias solubles en fases hidrofóbicas como por ejemplo los ácidos grasos, los alcoholes y bencenos, sustancias polares que son capaces de atravesar la barrera libremente gracias a la solubilidad en la fase lipídica. Si esta se rompe, sencillamente la viabilidad de la célula finaliza. (6)


  Estrés bacteriano


  El estrés es una situación que condiciona cambios de adaptación en la bacteria, normalmente este es un estado transitorio que le permite tener condiciones de resistencia a la hostilidad, situación que finaliza cuando las condiciones de estrés se eliminan (7).


  Uno de los mayores problemas a los que puede llevar este estrés es generarle cambios que pueden ser transitorios o permanentes en su actividad enzimática, capacidad antigénica o viabilidad. (6)


  Se ha visto que los procesos de enfriamiento, así sea natural, para las bacterias que tienen que soportar cambios bruscos de temperatura en las zonas polares y templadas o provocado como es el caso de congelación ex situ, generan una adaptación que incluye entrar en un periodo de latencia, donde la actividad enzimática disminuye notablemente e incluso podría decirse que se detiene. Al respecto, algunos autores han denominado este proceso estado .transitorio no cultivable. (transiently non-culturable state) (2) en el cual se presume que el microorganismo utiliza una estrategia especial de supervivencia en la cual suceden cambios morfológicos, fisiológicos y genéticos, por activación de reguladores transcripcionales o postranscripcionales. La finalización del estado de no culturabilidad ha sido denominada resucitación. (2)


  Algunos autores han establecido nuevos conceptos en torno al stress que produce la congelación. Uno de ellos es el de starvation survival o estado de hambre (2), es el término que se le ha dado a los microorganismos en estado de congelación en el cual la bacteria conserva una alta actividad metabólica que le permite soportar el metabolismo del núcleo y continuar con los mecanismos de reparación celular, de tal forma que permanece la capacidad de culturabilidad, una vez cese el estado de stress(13). Igualmente sostienen que en condiciones de stress, se activan varios sistemas, uno de ellos, el de guanosin tetrafosfato el cual le confiere a la célula la posibilidad de aumentar la vida media de su RNA mensajero; el almacenamiento de reservas de energía y fosfato


  La actividad biológica bacteriana y las reacciones al frío


  La diversidad estructural y funcional que se observa en las bacterias representa un conjunto de éxitos evolutivos adquiridos a través del proceso de la selección natural confiriendo así un valor de supervivencia y adaptabilidad muy alto a las bacterias de hoy, sin embargo, no todos los microorganismos toleran de la misma forma un determinado cambio ambiental. Esto puede generar diversas reacciones, unas bacterias sufren efectos nocivos, para otras es indiferente y algunas se verán beneficiadas.


  Algunas hipótesis propuestas por investigadores sobre los fenómenos celulares que ocurren en las células bacterianas al ser sometidas, permiten exponer los siguientes planteamientos:


  Uno de los cambios físico químicos que afecta la actividad biológica bacteriana es la temperatura, incidiendo directamente sobre la velocidad de crecimiento. Investigadores han observado que las bajas temperaturas tienen un efecto directo sobre la fluidez de la membrana provocándose por ello la detención de los procesos de transporte a través de la membrana y por lo tanto el recambio de protones.


  Otro efecto visualizado por las bajas temperaturas es el aumento en la viscosidad del citoplasma generando dificultad en el intercambio metabólico de los procesos vitales del microorganismo. Esta viscosidad esta dada por el aumento en la concentración de sales en el citoplasma, lo cual se explica por la salida de agua intracelular para compensar la congelación del agua extracelular y los efectos que ello produce en la estructura de la membrana por los cambios de presión osmótica. Este fenómeno puede llegar a un punto donde la concentración es tan alta que propicia la formación de precipitados. Simultáneamente a este proceso, si el enfriamiento es rápido se promueve la formación de cristales de hielo (6).


  Se observa además que el frío debilita los enlaces hidrofóbicos de las proteínas, situación que esta determinada por los cambios físicos que suceden en la estructura del agua que compone el citosol y que actúa como solvente; A su vez, este fenómeno genera la inactivación de las enzimas alostéricas y de la actividad funcional de los ribosomas.


  Estos cambios, que en organismos muy desarrollados puede significar un daño irreparable para su supervivencia, constituye para los microorganismos bacterianos un reto y muchos de ellos logran una adaptación que se traduce en fabricación de enzimas resistentes al frío, sistemas de transporte adaptados a bajas temperaturas e incluso una transformación en la membrana aumentando la proporción de fosfolípidos de membrana, específicamente en la cantidad de ácidos grasos insaturados o poliinsaturados lo que le permite mantener el estado semifluido de la membrana y evitar la congelación (6).


  Criopreservantes


  Las sustancias denominadas criopreservantes impiden por interacción molecular con el agua, la acción destructiva del congelamiento sobre las células, es decir, protegen de la formación de cristales de hielo con un grado bajo de toxicidad para las células vivas (3).


  Una de las hipótesis en las cuales se basa el efecto de los criopreservantes es en que las características físico-químicas de estas sustancias le confieren afinidad por el agua molecular y de esa forma atrapar la molécula de agua en su interior, lo que impide que el agua forme cristales geométricos ordenados; en consecuencia, la solidificación del medio se establece con una distribución molecular desordenada del agua y la sustancia toma el carácter de sustancia vítrea protectora(4-5).


  Las sustancias más utilizadas en la conservación bacteriana a bajas temperaturas se encuentran:

  1. Sustancias no ionizables de bajo peso molecular que provocan solidificación amorfa y vítrea en lugar de cristalización para evitar la formación de zonas intracelulares con alta concentración de sales para evitar la deshidratación celular: glicerol, sacarosa, lactosa, DMSO (dimetilsulfóxido), entre otros

  2. Sustancias ricas en proteína como la leche, suero, extracto de carne

  3. Proteínas purificadas como la albúmina

  4. Macromoléculas no proteicas como PVP (polivinilpirrolidona) y dextranos

  Algunos de los criopreservantes presentan toxicidad para la célula viva a temperatura ambiente, por lo tanto en los procesos de congelación y descongelación se debe tener en cuenta los tiempos de exposición de las células a estas sustancias.
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  Realizar un diagnstico que sea altamente sensible, especfico y no invasivo del estado del hierro celular ha sido un desafo en el rea de la hematologa. Por su sensibilidad y especificidad, la biopsia de m- dula sea sigue considerndose el .gold standard. (1), pero el costo, riesgo y molestia propio de una prueba invasiva motivan a buscar otras alternativas.


  La Ferritina srica es un excelente indicador de los depsitos de hierro ya que sus niveles varan en relacin directa a los depsitos del mismo (2). La interpretacin de esta prueba se complica en casos de deficiencia de hierro acompaada de procesos inflamatorios e infecciosos crnicos tales como artritis reumatoidea, lupus eritematoso, tuberculosis, lepra, enfermedad de Chagas, leishmaniasis, sfilis secundaria, insuficiencia renal y neoplasias no hematolgicas, porque al ser la ferritina un reactante de fase aguda sus niveles se elevarn an cuando haya dficit en los depsitos de hierro (3). Igualmente otras medidas tradicionales del estado de hierro tales como la capacidad total de saturacin de la transferrina, niveles de hierro srico y porcentaje de saturacin son directamente afectadas por enfermedades crnicas induciendo a resultados equvocos.


  Lo anterior induce a considerar el impacto del suministro de hierro en procesos de inflamacin e infeccin crnica, debido a que las citosinas inflamatorias no slo suprimen la eritropoyetina y la proliferacin de las clulas madre, sino que tambin interfieren con el paso de hierro desde los almacenamientos en el sistema mononuclear fagoctico a la transferrina para su transporte hacia el eritroblasto policromatfilo en la mdula. Esto reduce el hierro plasmtico y con el tiempo puede originar una anemia microctica e hipocrmica.


  Otra prueba utilizada para el diagnstico de deficiencias de hierro (DH) es el nivel de receptores solubles de transferrina (sTfR). sTfR aparece por la protelisis del receptor de transferrina en el dominio extracelular. Los monmeros resultantes pueden ser medidos en plasma y suero (4). Existe una relacin constante entre la concentracin de receptores de transferrina y sTfR, de tal forma que los receptores solubles de transferrina son una medida directa del receptor. Cuando una clula necesita hierro, la expresin del receptor de transferrina se incrementa y facilita la captacin de ste. El mayor uso de hierro es para la sntesis de hemoglobina y es por esta razn es que el receptor de transferrina se encuentra en mayor cantidad sobre las clulas eritroides progenitoras sin excluir su presencia en el resto de clulas del organismo (4). Por consiguiente, la expresin de sTfR se incrementa en ferropenia (5), brindando as, informacin sobre el estado funcional del hierro. Por esta razn, sTfR es especialmente til para diagnosticar deficiencias de hierro en individuos con enfermedades crnicas. Sin embargo, existen otras patologas que conllevan a la elevacin de los niveles de sTfR sin presencia de DH, tal es el caso de las anemias hemolticas, beta-talasemias, anemia drepanoctica, megaloblstica, policitemia vera y otras alteraciones en las que existe una hiperplasia eritroide de base o eritropoyesis inefectiva.


  Por lo anterior, en 1990 Skikne y cols. Relacionaron a la Ferritina con sTfR en un ndice obtenido as: sTfR/logFerritina, en un intento por potencializar la informacin obtenida entre el depsito de hierro y su estado funcional (6). Este ndice representa el depsito total de hierro y la disponibilidad de ste para la eritropoyesis con una alta sensibilidad y especificidad (7). Fue hasta 1998 que Suominen estableci los valores del ndice sTfR-Ferritina para diagnosticar deficiencias en los depsitos de hierro (DH estado I), deficiencias de hierro que ya han generado una eritropoyesis deficiente (DH estado II) y diferenciar entre valores limtrofes donde los sTfR y Ferritina son ambiguos. Por lo tanto, valores mayores de 2.2 son confirmatorios de DH estado II, entre 1.8 y menor de 2.2 son indicativos de DH estado I y menor de 1.8 negativo para deficiencia de hierro (8) En general, este ndice nace ante la evidente necesidad clnica de detectar DH por mtodos altamente sensibles, que no sean invasivos, dolorosos y costosos como la biopsia de mdula sea con tincin de azul de Prusia, la cual es considerada el .gold standard. para la identificacin de este tipo de alteraciones.
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1 14,61 0,11 199 0,02

AOA 5 16,11° 020 2,03 0,03
10 21,92" 0,79 222" 0,03

BM 5 25,29" 077 183 0,04
10 17,09 023 120 0,02

BT 5 11,96 033 141 0,05
10 712" 0,13 0,83 0,04
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HUMANOS AVIARES
2H S. enterica ententidis 1A S. enterica gallinarum
3H S. enterica NT 3N A S. enterica enteritidis
4CL H S. enterica typhi 4 A S. enterica NT
6CL H S. enterica typhi SN A S. enterica enteritidis
2 H S. enterica NT 8 A S. enterica enteritidis
47 H S. enterica NT 9 A 'S, enterica NT
75 H S. enterica NT 1A S. enterica enteritidis
80 H S. enterica typhimurium 13 A S. enterica enteritidis
97 H S. enterica ententidis 14 A S. enterica enteritidis
105 H S. enterica enteritidis 16 A S. enterica enteritidis
125 H S. enterica NT 19 A S. enterica enteritidis
146 H S. enterica typhimurium 2 A S. enterica NT
160 H S.enterica enteritidis 24 A S enterica enteriidls
173 H S. enterica NT 21 A S. enterica enteritidis
264 H S. enterica NT 28 A S. enterica enteritidis
264RH S. enterica NT 30 A S. enterica enteritidis
358 H S. enterica NT 3 A S. enterica enteritidis
11SJH S. enterica serembam 266 A S. enterica NT
6SE H S. enterica NT 277 A S. enterica enteritidis
17SEH S. enterica NT 285 A S. enterica enteritidis
228EH S. enterica typhi 339 A S. enterica typhimurium
25SE H S. enterica NT 349 A S. enterica NT
328EH S. enterica NT 39 A S. enterica enteritidis
4SEH S. enterica NT 907 A S. enterica enteritidis
36SEH S. enterica NT 926 A S. enterica enteritidis
173PH S. enterica NT 935 A S. enterica enteritidis
042 A S. enterica enteritidis
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