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  Las publicaciones científicas un reflejo de lo que hacemos en investigación

  


  Las publicaciones científicas representan uno de los vehículos más importantes para dar a conocer nuestra ciencia y tecnología, mostrarla al mundo, popularizarla y desmitificar sus contenidos. Las publicaciones reflejan el conocimiento más preciso de lo que realmente hacemos en la investigación y en el desarrollo de la ciencia. Constituyen un fuerte instrumento indicativo de la ciencia misma: sobre la calidad, la cooperación científica, su efecto en el medio social, su propia problemática y desarrollo en el país.


  Tradicionalmente en América Latina hemos sufrido un letargo en cuanto a publicaciones en el ámbito científico y múltiples problemas afectan los esfuerzos locales y regionales. Como todos sabemos, no es suficiente el número de publicaciones en nuestros países, tenemos problemas de distribución y de calidad. También es un hecho que no tenemos la producción científica que quisiéramos. Sin embargo, el no tomar medidas nos puede condenar a que en el futuro carezcamos de publicaciones, a que todo se produzca en otros países y, en consecuencia, en otros idiomas, lo que sería muy lamentable, ya que según recientes investigaciones en todo el mundo, quienes hablan las lenguas ibéricas, el castellano y el portugués, superan en número a las personas que hablan inglés como lengua natal; evidentemente, representamos una lengua que no puede dejarse aparte, no puede olvidarse, ni remplazarse y que tiene que retomar un ímpetu que tal vez algunos piensen que se ha perdido.


  Los años recientes han sido testigos de cambios importantes en el panorama de las revistas científicas. En el ámbito internacional irrumpen con fuerza las ediciones electrónicas, cuyos efectos innovadores y transformadores son ya notables y presagian un futuro pleno de oportunidades, retos y evoluciones insospechadas. En nuestro país ha habido una evolución importante en el proceso de aumento de la calidad e interés por dar visibilidad al trabajo desarrollado, si bien menos espectacular en comparación con la producción editorial mundial -y aún muy dispar-, constituye un proceso fundamental que comienza a vislumbrar un panorama más positivo y alentador. En este sentido, la internet constituye la revolución más grande de la comunicación en la historia de la humanidad y ha cambiado el quehacer del investigador científico, la práctica de la ciencia , brindando una oportunidad histórica formidable para difundir las lenguas nacionales, contribuyendo de forma importante con la apropiación social del conocimiento.


  La producción científica, entendida como el número de artículos producidos por un autor, grupo de investigación o país; y su impacto, entendido como el número de citaciones de cada uno de los artículos publicados, son objeto de estudios bibliométricos. En el caso de América Latina, estas investigaciones cobran cada vez mas fuerza, al punto que hoy existen detallados estudios que dan cuenta del aporte de

  América Latina a la producción científica internacional medidas en las bases internacionales, particularmente en las del Institute for Scientific Information ISI. Sin embargo, cabe preguntarse si se registra toda la producción científica de América Latina, o si un juicio sobre el esfuerzo regional o local en la ciencia y tecnología puede fundarse exclusivamente en datos parciales cuya representatividad se reduce a un espectro disminuido de la producción científica, precisamente aquel cuya orientación ha sido dirigida por las exigencias y necesidades de la ciencia internacional.


  Gracias al constante y decidido apoyo del Rector, Dr. Miguel García Bustamante, NOVA Publicación Científica en Ciencias Biomédicas de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, ha alcanzado ya tres años contínuos aportando a la difusión, comunicación y retroalimentación hacia el público en general de los avances en las ciencias biomédicas que se generan o desarrolla en el país, cumpliendo con las más altas normas editoriales, bajo la verificación de pares académicos especialistas en cada una de las áreas que tratan los artículos publicados.


  La calidad editorial, reflejo del elevado nivel de su contenido, han permitodo que NOVA- Publicación Científica en Ciencias Biomédicas - haya sido incluida en seis bases de datos científicas internacionales, como son Redalyc, Bireme, Lilacs, Inbiomed, Faro y recientemente aceptada en Ebsco.


  Continuaremos con nuestra labor como una responsabilidad ante la comunidad científica de Colombia y América Latina y para con nuestros lectores. Por ahora... disfruten de nuestro contenido y no duden en aportar con sus comentarios y artículos.


  Olga Lucía Ostos Ortiz, Msc.

  Editora
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  Resumen


  Dada la dificultad en diferenciar las especies de Rhodococcus por pruebas bioquímicas, se desarrolló una prueba de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), seguida de un ensayo de Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restricción (PCR-RFLP) para la diferenciación de las mismas. R. equi, R. rhodnii y otras bacterias fueron cultivadas en agar sangre y BHI a 37 y 26 °C. El ADN bacteriano fue extraído y amplificado con los iniciadores descritos por Hypsa y Dale. Los productos de amplificación fueron sometidos a digestión con diversas enzimas de restricción y los patrones de restricción obtenidos fueron confirmados mediante análisis in silico. Se obtuvo el fragmento de amplificación esperado de 1300 pb en todas las bacterias analizadas. Se pudo diferenciar R. equi de R. rhodnii con las endonucleasas PstI y HindIII y con respecto a otras bacterias con PstI, HindIII, SstI, BamHI y EcoRI. Los patrones de restricción obtenidos fueron confirmados mediante análisis in silico. La prueba PCR-RFLP constituye una alternativa para la diferenciación entre especies de Rhodococcus tales como R. equi y R. rhodnii.


  Palabras clave: Rhodococcus, R. equi, R. rhodnii, PCR-RFLP.


  Abstract


  Considering the difficulty to differentiate the species of Rhodococcus by biochemical tests, a Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) has been developed to distinguish the species of the genus Rhodococcus. R. equi, R. rhodnii and other bacterial samples were cultured on Blood agar and BHI at 26 and 37°C. The obtained DNA was amplified with the primers described by Hypsa and Dale. Products of amplification were submitted to digestion with multiple restriction enzymes and the restriction patterns were confirmed by using in silico analysis. The expected amplification fragment of 1300 pb was obtained in all tested samples. R. equi was distinguished from R. rhodnii by using endonucleases such as PstI and HindIII, and from other bacteria with endonucleases PstI, HindIII, SstI, BamHI and EcoRI. The obtained restriction patterns were confirmed by using in silico analysis. This PCR-RFLP establishes an alternative for the differentiation among species of the genus Rhodococcus such as R. equi and R. rhodnii.


  Key Words: Rhodococcus, R. equi, R. rhodnii, PCR-RFLP.


  Introducción


  El género Rhodococcus está conformado por más de 15 especies variables en morfología, características bioquímicas y carácter patógeno tanto para humanos como animales (1); siendo difícil la identificación de especie por los métodos tradicionales de coloración y de pruebas bioquímicas. Dentro de estas especies, Rhodococcus equi, es el microorganismo más comúnmente asociado a diversas patologías en el hombre. La infección pulmonar es la forma clínica más frecuente en pacientes inmunocomprometidos (66-84%), mientras que en los individuos inmunocompetentes el porcentaje de infectados es menor (20-42%) (2). Más de 100 casos de infección por R. equi han sido reportados, comprendiendo no solo infecciones pulmonares, sino, infecciones con diferentes localizaciones que comprenden hasta el 50% de todos los casos (2, 3). Así mismo, esta bacteria es un patógeno importante de caballos, en los cuales causa neumonía granulomatosa y absceso de pulmón (3, 4).


  Por otra parte, dentro del género Rhodococcus también se encuentran bacterias simbiontes de insectos, tales como Rhodococcus rhodnii (5) y Rhodococcus triatomae (6), microorganismos que han sido encontrados en el intestino de los insectos triatominos Rhodnius prolixus y Triatoma spp., vectores transmisores de Trypanosoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas.


  Otros actinomicetos tales como Nocardia spp., Gordonia spp. y R. equi-.like., han sido encontrados en el intestino de los triatominos Triatoma infestans, Triatoma sordida y Panstrongylus megistus, respectivamente (7). Las bacterias simbiontes son importantes para estos insectos ya que les suplen nutrientes como aminoácidos, vitaminas y ácidos nucleicos, importantes en la nutrición de los insectos (8). Por lo tanto, su identificación y diferenciación constituye el primer paso en el uso potencial de las mismas como vehículos para el control de la enfermedad de Chagas (9,10).


  Para la identificación de R. equi y otras especies del género, en general la clínica del paciente, su situación inmunológica, el origen de la muestra, el tiempo de crecimiento de dicha bacteria, la morfología de la colonia y las características fenotípicas de la cepa, pueden contribuir a realizar un diagnóstico presuntivo. En cuanto al diagnostico diferencial, la prueba más clara es la producción de factor Equi. Sin embargo, la diferenciación definitiva entre las especies de Rhodoccoccus y otros actinomicetos presentes en muestras clínicas, no se facilita por pruebas microbiológicas convencionales. Es así como se han estudiado otras pruebas de identificación y diferenciación como son las moleculares (3). Dentro de este contexto, en este trabajo se desarrolló una prueba de PCR, seguida de un ensayo de Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restricción (PCR-RFLP), para diferenciar especies de Rhodococcus tomando como ejemplo las especies R. equi y R.rhodnii.


  Materiales y métodos


  Bacterias: se estudiaron las siguientes especies bacterianas: R. rhodnii, aislado en el laboratorio de Parasitología Molecular (PUJB), a partir del triatomino vector R .prolixus y, R. equi (CECT 555), cepa amablemente cedida por la Colección Española de Cultivos Tipo de la Universidad de Valencia, España. Dichas bacterias fueron cultivadas en medio BHI, agar sangre y agar Corynebacterium a 37 y 26 °C. También se utilizaron otras bacterias como Escherichia coli, Acinetobacter baumani, Salmonella, Klebsiella, Lactobacillus, Citrobacter y Moraxella.


  Extracción de ADN: para obtener el ADN de las bacterias se utilizó el método descrito por Shoemaker et al. (1986), con algunas modificaciones. Las bacterias fueron recolectadas por centrifugación a 10.000 rpm durante 15 minutos (min), a partir de un cultivo en medio BHI líquido. El botón bacteriano fue resuspendido en TE 1X (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1mM, pH 8,0) y lavado dos veces en la misma solución. Luego, el botón bacteriano fue resuspendido en 200 ml de TE 1X y tratado con 2 mg/ml de lisozima e incubado a 37 °C por 30 min. Posteriormente, se le adicionó SDS al 1% y 100 mg/ml de Proteinasa K e incubó a 65 °C por 4 horas (h). Tras adicionar 84 ml de NaCl 5 M y 60 ml de CTAB (bromuro de hexadecil trimetil amonio), la mezcla fue incubada a 65 °C durante 20 min. El ADN fue extraído con cloroformoalcohol isoamilico (24:1) volumen a volumen (v:v) y precipitado con 0,6 volúmenes de isopropanol. Finalmente, la madeja de ADN obtenida se lavó con etanol al 70%, se secó a temperatura ambiente (TA) y se resuspendió en TE 1X. La concentración del ADN obtenido se midió por espectrofotometría a 260 nm (12).


  Condiciones de la reacción de PCR: el ADN bacteriano fue amplificado con los iniciadores: 16F (5.- GCTTAACACATGCAAG-3.) y 16R (5.-ACGGGCAGTGTGTACAAGACC-3.), correspondientes a las posiciones 45 a 61 y 1406 a 1386, respectivamente, del gen codificante para el ARN ribosomal 16S de E. coli (13). La PCR se realizó en un volumen final de 50 ml, según lo descrito por Hypsa y Dale, (1997) y el producto de amplificación fue visualizado mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% coloreados con bromuro de etidio (12).


  PCR-RFLP: los productos de amplificación obtenidos con cada una de las bacterias, fueron sometidos a digestión con diferentes endonucleasas según especificaciones de la casa comercial para cada enzima.


  Los perfiles de restricción obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% coloreados con bromuro de etidio (12).
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  Figura 1. Resultados de la PCR 16SF/R No. 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 10 ml del producto amplificado. R. equi (1), R. rhodnii (2), E. coli (3) y en el control negativo se usó agua destilada como templado (4).


  Análisis in silico: se determinó mediante el programa TACG versión 3.2 (http:workbench.sdsc.edu) el patrón de restricción diferencial del gen 16S ARNr de R. equi, R. rhodnii y de 14 especies de Rhodococcus, 3 de Nocardia y 1 de Tsukamurella.


  Resultados


  Ensayo de PCR 16S F/R


  Una vez obtenido el ADN de R. equi, R. rhodnii y E. coli, este fue amplificado con los iniciadores conservados para los genes 16S ARNr, obteniendo el producto de amplificación esperado de 1361 pb, Figura

  1. Este mismo ensayo de PCR, se realizó con un nú- mero mayor de bacterias, obteniendo de igual forma el producto de amplificación esperado, Figura 2.


  Ensayos de PCR-RFLP


  A partir de la digestión de los productos de amplificaci ón de las bacterias estudiadas con enzimas de restricción, se logró determinar el patrón de restricción diferencial entre R. equi, R. rhodnii y otros cocobacilos con las enzimas BamHI, HindIII, PstI, SstI, y EcoRI, Tablas 1 y 2 y Figuras 3-5.
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  Figura 2. Resultados de la PCR 16SF/R No. 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 10 ml del producto amplificado. Salmonella (1), Klebsiella (2), Acinetobacter (3), Lactobacillus (4), Citrobacter (5), Moraxella (6) y en el control negativo se usó agua destilada como templado (7).
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  Figura 3. Resultados del perfil de restricción diferencial entre R. equi, R. rhodnii y E. coli. Electroforesis en gel de agarosa al 2% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 15 ml del producto de digestión. E. coli sin digerir (1), perfil de restricción para E. coli: BamHI (2), HindIII (3) y PstI (4), R. rhodnii sin digerir (5), perfil de restricción para R. rhodnii: BamHI (6), HindIII (7) y PstI (8), R. equi sin digerir (9), perfil de restricción para R. equi: BamHI (10), HindIII (11) y PstI (12). Los tamaños de los fragmentos se indican en pb.
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  Figura 4. Resultados del perfil de restricción diferencial entre R. equi, R. rhodnii y otros cocobacilos. Electroforesis en gel de agarosa al 2% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 15 ml del producto de digestión. E. coli sin digerir (1), perfil de restricción con la enzima PstI para: E. coli (2), R. rhodnii, (3), R. equi (4) y A. baumani (5), perfil de restricción con la enzima HindIII para: E. coli (6), R. rhodnii, (7), R. equi (8) y A. baumani (9), perfil de restricción con la enzima BstEII para: E. coli (10), R. rhodnii, (11), R. equi (12) y A. baumani (13). Los tamaños de los fragmentos se indican en pb.


  [image: ]Figura 5. Resultados del perfil de restricción diferencial entre R. equi, R. rhodnii y otros cocobacilos. Electroforesis en gel de agarosa al 2% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 15 ml del producto de digestión. Perfil de restricción con la enzima SstI para: E. coli (2), R. rhodnii, (3), R. equi (4) y A. baumani (5), perfil de restricción con la enzima BamHI para: E. coli (6), R. rhodnii, (7), R. equi (8) y A. baumani (9), perfil de restricción con la enzima EcoRI para: E. coli (10), R. rhodnii, (11), R. equi (12) y A. baumani (13). Los tamaños de los fragmentos se indican en pb.


  Tabla 1. Perfil de restricción diferencial entre R. equi, R. rhodnii y E.coli
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  Tabla 2. Perfil de restricción diferencial entre R. equi, R. rhodnii y otros cocobacilos.
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  PCR-RFLP in silico


  Se logró determinar por análisis in silico un algoritmo de diferenciación entre R. equi y R. rhodnii y entre estas dos especies y otras especies de Rhodococcus, Nocardia y Tsukamurella, Tablas 3-5. Los resultados obtenidos confirman los hallazgos exprimentales.


  Discusión


  La PCR, seguida de un ensayo de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción (PCRRFLP) propuesta en este trabajo, es una prueba alternativa para la diferenciación entre distintas especies de Rhodococcus. Esta prueba combina la ventaja de la elevada conservación de la secuencia de nucleótidos de los genes ribosomales 16S entre distintos géneros bacterianos, con la especificidad de los polimorfismos de restricción, los cuales evidencian la variabilidad entre las secuencias amplificadas permitiendo la identificación a nivel de especie.


  Con esta prueba se pudo determinar un perfil de restricción diferencial entre R. equi, R. rhodnii y otros cocobacilos. Debido al pleomorfismo y variabilidad que presentan las especies de Rhodococcus con ciertos colorantes, pueden ser confundidos con micobacterias de crecimiento rápido o con el género Acinetobacter (3). Es así como, en este trabajo se incluyó en el análisis otras especies bacterianas como Acinetobacter baumani y Escherichia coli, obteniéndose un patrón diferencial de estas especies con respecto a R. equi y R. rhodnii. El análisis de PCR-RFLP in silito permitió confirmar los anteriores resultados, así como también diferenciar estas bacterias de otras especies de Rhodococcus, Nocardia y Tsukamurella, las cuales también pueden ser aisladas a partir de diferentes muestras clínicas (2, 3).


  Por otra parte, la PCR-RFLP, mostró ser una herramienta valiosa para la identificación y diferenciación de R. rhodnii, bacteria simbionte en el insecto triatomino R. prolixus, vector transmisor del parásito Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas (5-10).


  Tabla 3. Algoritmo de diferenciación de R. equi y R. rhodnii con otros Rhodococcus
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  Tabla 4. Algoritmo de diferenciación de R. equi y R. rhodnii con otros Rhodococcus
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  Por lo tanto, esta prueba puede ser utilizada en la búsqueda, identificación y diferenciación de bacterias simbiontes en otras especies de triatominos.


  Tabla 5. Algoritmo de diferenciación de R. equi y R. rhodnii con otros Rhodococcus
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  Adicionalmente, diferentes especies de Rhodococcus se han considerado de gran importancia porque son utilizadas a nivel de control ambiental y en la industria biotecnológica (14). Uno de los ejemplos es el uso de R. rhodochrous en la producción de acrilamida a nivel industrial (15). Teniendo en cuenta lo anterior, la prueba de PCR-RLFP propuesta en este trabajo puede resultar de gran ayuda en la identificación de las diferentes especies utilizadas a nivel industrial.


  Finalmente, se recomienda aplicar este ensayo a partir de muestras biológicas y evaluar su aplicabilidad con las diferentes especies de Rhodococcus aisladas de muestras clínicas y ambientales.


  Agradecimientos


  A la Dra. Alba Alicia Trespalacios, directora del Cepario y del Laboratorio de Microbiología del Departamento de Microbiología de la Pontificia Universidad Javeriana, por su asesoría en la identificación bioquímica de los microorganismos estudiados y por facilitar la cepa ATCC de Rhodococcus equi.


  Referencias


  1. Murria P, Rosenthal K, Kobayashi G. Nocardia, Rhodococcus and related Actinomycetes. En: Medical Microbiology, Tercera edición, Editorial Mosby, USA 1998.


  2. Kedlaya I, Ing MB, Wong SS. Rhodococcus equi infections in immunocompetent hosts: case report and review. Clin Infect Dis 2001; 32: 39-46.


  3. Weinstock DM, Brown AE. Rhodococcus equi: an emerging pathogen. Clin Infect Dis 2002; 34:1379-1385.


  4. Prescott JF. Rhodococcus equi: an animal and human pathogen. Clin Microbiol Rev 1991; 4: 20 34.


  5. Hill P, Campbell JA, Petrie LA. Rhodnius prolixus and its symbiotic actinomycete: a microbiological, physiological and behavioural study. Proc R Soc Lond B, Biol Sci Sp 1976; 194: 501-525.


  6. Yassin AF. Rhodococcus triatomae sp. nov., isolated from a bloodsucking bug. Int J Syst Evol Microbiol 2005; 55: 1575-1579.


  7. Eichler S, Schaub, GA. Development of symbionts in triatomine bugs and the effects of infections with trypanosomatids. Exp Parasitol 2002; 100: 17-27.


  8. Beard C, Cordon-Rosales C, Durvasula R. Bacterial symbionts of the triatominae and their potential use in control of Chagas disease transmission. Annu Rev Entomol 2002; 47: 123-141.


  9. Beard C, Mason P, Aksoy S, Tesh R, Richards F. Transformation of an insect symbiont and expression of a foreign gene in the Chagas´ disease vector Rhodnius prolixus. Am J Trop Med Hyg 1992; 46: 195 200.


  10. Dotson EM, Plikaytis B, Shinnick TM, Durvasula RV, Beard CB. Transformation of Rhodococcus rhodnii, a symbiont of the Chagas disease vector Rhodnius prolixus, with integrative elements of the L1 mycobacteriophage. Infect Genet Evol 2003; 3: 103-109.


  11. Shoemaker SA, Fisher JH, Jones WD Jr. Scoggin CH. Restriction fragment analysis of chromosomal DNA defines different strains of Mycobacterium tuberculosis. Am Rev Respir Dis 1986; 134: 210-213.


  12. Sambrook JF, Russell DW. Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Tercera edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York 2001.


  13. Hypsa V, Dale C. In vitro culture and phylogenetic analysis of .Candidatus Arsenophonus triatominarum. an intracellular bacterium from the triatomine bug, Triatoma infestans. Int J Syst Bacteriol 1997; 47: 1140-1144.


  14. Bell KS, Philp JC, Aw DW. The genus Rhodococcus. J Appl Microbiol 1998; 85: 195-210.


  15. Yamada H, Kobayashi M. Nitrile hydratase and its application to industrial production of acrylamide. Biosci Biotechnol Biochem 1996; 60: 1391-1400.


  Evaluación de la congelación para conservación de especies autóctonas bacterianas


  Ligia Consuelo Sánchez Leal MSc1, Lucía Constanza Corrales Ramírez MSc1


  1Programa de Bacteriología y Laboratorio Clínico, Facultad Ciencias de la Salud, Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.

  Correspondencia: lcorralesr@unicolmayor.edu.co


  Recibido: 22-09-05 / Aceptado: 27-10-05

  


  Resumen


  Los microorganismos bacterianos constituyen una buena parte de la biodiversidad de nuestro planeta y la importancia de su conocimiento y preservación se ha incrementado a medida que se descubren sus múltiples utilidades en diferentes campos. La conservación se puede hacer por diferentes métodos y uno de los que brinda mejores resultados es la congelación; por ello se realizó este proyecto cuyo objetivo fue evaluar los efectos de la congelación en 18 especies bacterianas autóctonas de la colección de cultivos del Programa de Bacteriología de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, Bogotá- Colombia. Los microorganismos incluidos en el estudio, se seleccionaron teniendo en cuenta la variabilidad de actividad metabólica entre especies y su importancia clínica, industrial, biotecnológica o ambiental. Los resultados obtenidos fueron similares en las especies analizadas y aunque en algunas se observó dificultad para recuperar su viabilidad y actividad metabólica en la primera siembra, después de esta presentaron una mejor respuesta; lo que permitió concluir que la estabilidad fenotípica y genotípica de los microorganismos estudiados, no parece depender del medio de cultivo ni del conservante utilizado, sino de los procedimientos de congelación y descongelación con los cuales se realiza el experimento. La recomendación del grupo investigador es establecer estandarizaciones y protocolos propios que garanticen la viabilidad y estabilidad bioquímica de los microorganismos que se conserven por este método.


  Palabras clave: congelación, descongelación, viabilidad bacteriana, actividad metabólica.


  Abstract


  The bacterial microorganisms constitute a good part of the biodiversity of our planet and the importance of its knowledge and preservation has been increased as their multiple utilities in different fields are discovered. The conservation can be done by different methods and one of which offers better results is the freezing; for that reason east project was made whose objective was to evaluate the effects of the freezing in 18 native bacterial species of the collection of cultures of the Program of Bacteriology of the University Colegio Mayor de Cundinamarca, Bogotá- Colombia. The microorganisms including in the study, they were selected considering the variability of metabolic activity between species and their clinical importance, industrialist, biotechnological or environmental. The obtained results were similar in the analyzed species and although some had difficulty to recover their viability and metabolic activity in the first sowing, later they presented displayed one better answer, what allowed to conclude that the phenotypic and genotypic stability does not seem to depend on means of culture nor on the used preservation substance, but of the procedures of freezing and defrost with which the experiment was made. The recommendation of the investigating group is to establish own standardizations and protocols that guarantee the viability and biochemical stability of the microorganisms that are conserved by this method.


  Key words: freezing, defrost, viability, metabolic activity.


  Introducción


  El mundo microscópico que conforma la naturaleza y que rodea al ser humano es un microcosmos que poco a poco se ha ido explorando y que ha llevado a planteamientos nuevos sobre las relaciones que se establecen entre organismos microscópicos vivos y el hombre; lo que fue en un primer momento visto como un problema, se ha constituído en un excelente recurso para desarrollar nuevas tecnologías. Esta nueva relación obliga al hombre a tomar medidas para tener un conocimiento más profundo de ellos, a pensar en su preservación y a mejorar los métodos para su conservación. Es por ello que la conservación de la biodiversidad microbiana autóctona se debe dirigir a mantener viables y estables fenotípica y genotípicamente especimenes representativos con aplicabilidades concretas, para lo cual es necesario desarrollar técnicas de conservación específicas para cada una de ellas previendo la reducción de efectos adversos en el proceso.


  El Programa de Bacteriología y Laboratorio Clínico de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, Bogotá- Colombia, desde hace más de 20 años posee una diversidad de microorganismos bacterianos, los cuales han sido conservados con almacenamientos a corto plazo (congelación a 4°C), con pases continuos en el caso de microorganismos bacterianos de difícil recuperación y a mediano plazo utilizando Agar Base Sangre BAB en tubo recto a temperatura ambiente con resultados satisfactorios. El mayor problema de estos métodos son las resiembras porque ello constituye una posibilidad de cambio en su comportamiento tanto genotípico como fenotípico y por lo tanto, si bien estos microorganismos conservan sus características por un tiempo, no se tendría certeza de que el microorganismo haya tenido cambios transitorios o permanentes.


  Esta observación llevo a valorar otros métodos que sean más reproducibles y confiables con el fin de garantizar la calidad del microorganismo conservado y constituir una oferta de servicios competitiva a la altura de instituciones nacionales e internacionales.


  Entre estos métodos se consideran la liofilización y congelación a diferentes temperaturas como los más utilizados. El análisis llevó a escoger la congelación para la conservación por las ventajas ofrecidas: facilidad para procesar los microorganismos, confiabilidad de los resultados, estabilidad de las cepas de microorganismos y el costo. Al respecto, Ann Tanghe y Frederick Dumont (1, 2) hacen una revisión de los determinantes de tolerancia a la congelación y concluyen que los microorganismos han desarrollado mecanismos de adaptación al ambiente de estrés que genera la congelación. Un factor que se debe considerar en este método es el relacionado con las sustancias que brindan protección a los posibles efectos dañinos causados por las bajas temperaturas como la formación de cristales de hielo intracelular. Han Bumsoo y Jason Acker (3,4,5) establecen que el mecanismo de daño celular por congelación más significativo es la formación de cristales y que es necesario entender dicho mecanismo para prevenirlo es así, como se han considerado como protectores diversas sustancias que son efectivas y que evitan la formación de estos cristales. Hubálek y Arlet de Saab (6-9) presentan una revisión sobre las sustancias criopreservantes más utilizadas, sus ventajas y limitaciones, producto del análisis de estas, se optó por utilizar el glicerol.
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  Figura 1. Protocolo para la evaluación de la congelación para conservación de especies autóctonas bacterianas


  Otro aspecto considerado fue el relacionado con la diversidad en el comportamiento metabólico, auxotrofismo de los microorganismos seleccionados para el estudio, el cual llevó a establecer una normatividad o estandarización por género y en algunos casos por especie que garantizara el éxito en el proceso congelación . descongelación.


  Esta investigación constituyó la primera fase del proyecto .Métodos óptimos de conservación de la microdiversidad autóctona.. El objetivo de esta fase fue evaluar el método de congelación como método de conservación de la microdiversidad autóctona en 18 especies bacterianas, indispensables para el desarrollo de procesos académicos, de investigación y de extensión los cuales formarán parte de la Colección de Cultivos del Programa de Bacteriología de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.


  Materiales y métodos


  Selección de microorganismos:


  Los criterios para la selección fueron:


  1. Especies bacterianas que conforman la microflora autóctona ambiental.


  2. Especies bacterianas de fácil crecimiento en condiciones no naturales (ex situ).


  3. Especies bacterianas de difícil crecimiento en condiciones no naturales (ex situ)


  4. Especies bacterianas que tienen como hábitat suelos o agua y se consideran posibles patógenos para los seres humanos.


  5. Especies bacterianas de importancia clínica: (i) posibles patógenos en humanos y animales, (ii) de importancia industrial en el control de calidad en procesamiento de alimentos, (iii) preservación de su hábitat natural, (IV) de importancia biotecnológica utilizados como sustratos de utilización en diversos procesos.


  No se utilizaron microorganismos bacterianos anaerobios estrictos.


  Los microorganismos seleccionados fueron:


  Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Lysteria monocytogenes, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Salmonella typhi, Pseudomona fluorescens, Morganella morganii, Citrobacter freundii, Shigella flexnerii, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Acinetobacter boumanii y Acinetobacter calcoaceticus.


  Temperatura de congelación:


  El método elegido para la conservación de los microorganismos fue -20ºC.


  Medios de cultivo:


  Se utilizó caldo infusión cerebro corazón (BHI) preparado de acuerdo con las instrucciones de la casa comercial (Difco). Se llevo a esterilizar en autoclave horizontal a 121 libras de presión por 15 minutos y se almacenaron en crioviales con capacidad de 1.2 mls.


  Conservante:


  Se utilizó glicerol al 10%, el cual fue añadido a cada tubo, una vez sembrada la suspensión de células bacterianas a congelar.


  Desarrollo de pretratamientos:


  Viabilidad: los microorganismos fueron inoculados en los medios selectivos para su crecimiento. Se incubaron a la temperatura óptima de cada uno entre 18 y 24 horas y se observó su crecimiento. La siembra se realizó con asas calibradas para garantizar el mismo inóculo.

  Pureza e Identificación microscópica mediante coloración de Gram: se observó el crecimiento en los medios selectivos y se comprobó si las colonias presentaban homogeneidad. Se procedió a realizar una coloración de Gram de 3 colonias diferentes para comprobar la compatibilidad morfológica con el microorganismo esperado.


  Actividad enzimática: se realizaron montajes de pruebas bioquímicas automatizadas a partir del crecimiento obtenido a las 18 horas en los medios selectivos, siguiendo los procedimientos establecidos para ello.Alas 18 horas se aplicaron los reactivos solicitados por el sistema y se procedió a su lectura.


  Preparación de microorganismos a congelar

  Una vez confirmada la viabilidad, pureza, identificación microscópica por coloración de Gram y actividad enzimática de los microorganismos, se procedió a preparar suspensiones de bacterias con 7.5 x 108 UFC/ml, Escala de Mc Farland 4, posteriormente se colocó en cada vial de medio BHI, 100 µl de bacteriasen suspensión y se agregó el glicerol al 10% (100 µl por 1 ml de medio) y se llevo a congelar en forma inmediata a -20ºC.


  Descongelación


  El procedimiento para la descongelación de los en estudio fue:


  1. Se retiró del vial congelado a -20ºC y verific que estuviera bien cerrado.


  2. Se espero hasta la descongelación completa del vial antes de realizar la recuperación de los microorganismos.


  3. El medio de cultivo líquido elegido para reactivar los microorganismos fue caldo BHI, preparado en tubos de 13 x 100 en cantidad de 3 ml; se preparó


  5 días antes y se conservó entre 2 y 8 °C.


  4. Se sembró una asada de cada microorganismo con asa calibrada estéril y se inoculo en el BHI a 37°C por tres (3) horas, antes de ser sembrados


  5. Los viales con los microorganismos fueron también colocados a 37ºC por tres horas para realizar una siembra directa en los medios selectivos.


  6. Los medios de cultivo selectivos elegidos para la recuperación de los 18 microorganismos fueron: agar sangre, agar Mac. conkey y agar nutritivo con NaCl al 1% (Vibrio cholerae). Los cuales se ambientaron por 15 minutos a 37°C antes de ser sembrados.


  7. A las tres (3) horas, se sembraron en los medios selectivos los microorganismos de los viales descongelados y del BHI ambientados y se incubaron a 37°C por 18 horas.


  8. La siembra se realizó por doble estría. Se utilizó la misma caja 50/50 con división para verificar crecimiento y viabilidad desde el BHI y el vial descongelado.


  9. Los medios selectivos inoculados se colocaron a 37ºC por 24 horas .


  10. Se realizó lectura de las siembras a las 24 y 48 horas para observar viabilidad


  Realización de Post pruebas

  Se confirmó viabilidad, pureza, identificación microscópica por coloración de Gram y actividad enzimática en los 90 días a partir del momento en que se congelaron los microorganismos.


  Resultados


  Ver Tabla 1. Resultados, en la página siguiente.

  Preprueba


  Los 18 microorganismos utilizados como muestra fueron identificados plenamente en el laboratorio por crecimiento en medios selectivos, coloración de Gram

  y pruebas bioquímicas automatizadas, las cuales reportaron entre un 98 y 99% de confiabilidad.

  El origen de estos microorganismos está consignado de acuerdo con el Protocolo de depósito del sistema de colección de cultivos del Programa de Bacteriología de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca en la ficha de cada microorganismo.


  Posprueba

  Viabilidad

  Al observar los medios de cultivo selectivos (agar sangre, agar Mac Conkey y Agar nutritivo con NaCl al 1% (Vibrio cholerae) en los que se sembraron los microorganismos congelados, se evidenció poco crecimiento, entre 5 y 20 UFC. Sin embargo, el crecimiento en el medio líquido caldo BHI evidenció un crecimiento mayor a 108 UFC a las 24 horas de incubación. Por esta razón se tomó la totalidad de los caldos BHI y los microorganismos se sembraron nuevamente en medios selectivos específicos, se incubaron por 24 horas a 37ºC y se observó nuevamente la viabilidad. El crecimiento estuvo entre 60 y 100 UFC en todos los casos con esta nueva siembra, lo cual permite evidenciar que los microorganismos requieren un medio que les permita recuperar su actividad enzimática en forma adecuada.


  Los resultados obtenidos con S. pneumoniae demuestran que probablemente el método de congelación a -20°C no es el más adecuado por cuanto no se observa crecimiento en el cultivo directo del vial congelado, ni en el preincubado por 3 horas en caldo BHI y el crecimiento obtenido en el caldo BHI por 18 horas mostró crecimiento mixto en donde no fue posible recuperar el microorganismo (10,11).


  Pureza

  No hubo contaminación de los microorganismos con otras especies, ni géneros. La homogeneidad de las colonias y la identificación microscópica con tinción de Gram permitieron realizar esta confirmación. Sin embargo, se pudo evidenciar que algunos bacilos Gram negativos presentaron cambios estructurales al ser observados al microscopio como fue el caso de la Klebsiella oxytoca que presentó acomodación en empalizada no característica.


  Tabla 1. Resultados
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  Actividad enzimática

  Los resultados obtenidos por pruebas automatizadas con las bacterias Gram positivas reportaron una confiabilidad de 90 al 99%. Sin embargo, algunas bacterias Gram negativas como Citrobacter freundii, Morganella Morganii y Shigella flexnerii evidenciaron cambios en algunas de sus reacciones bioquímicas características, las cuales fueron recuperadas después de dos resiembras más en sus medios selectivos.


  Discusión


  La congelación es un proceso físico químico que genera estrés a las células vivas pero que se convierte en una alternativa útil para la conservación de microorganismos bacterianos.


  Los resultados obtenidos permiten confirmar que la actividad bioquímica de la bacteria se ve afectada por el estrés, pero que es un estado transitorio. Cuando el microorganismo se estabiliza y se elimina la causa de estrés, los procesos moleculares son recuperados en su totalidad. Sin embargo, el estrés producido por el procedimiento de congelación debe ser mitigado en el momento del procedimiento de descongelación y el medio que se provea a los microorganismos bacterianos debe ser líquido para que facilite el intercambio molecular iónico y se restituya la actividad bioquímica de la membrana rápidamente.


  Se evidencio que el medio líquido utilizado, caldo BHI, facilitó más la recuperación del equilibrio iónico de la membrana y por lo tanto la producción de ATP para reestablecer su actividad bioquímica. El estrés parece jugar un papel importante en la recuperaciónde estas características y varios investigadores se han referido a este tema. Por esta razón, es esencial considerar dentro del protocolo de descongelación un paso inicial de acomodación o recuperación de la actividad bioquímica que disminuya al máximo el estrés en el que se ha encontrado por la congelación. (8). Algunos autores incluso han llegado a referirse en términos de resucitación, cuando el microorganismo vuelve a recuperarse después de un proceso de congelación (8). Así mismo, se ha planteado como las bacterias están capacitadas con una maquinaria biomolecular que incluye proteínas anti congelantes (5,9) y se ha establecido que los microorganismos en congelación o en estado de .hambre., starvatión survival - SS, conservan una alta actividad metabólica para soportar cambios metabólicos y activar mecanismos de reparación, relacionados con el mantenimiento de la integridad celular y de esta forma con la capacidad de ser cultivable (8).


  La protección de estas células vivas bacterianas con un crioprotector es necesaria. El glicerol ha demostrado ser una de las mejores sustancias por cuanto sus características moleculares le permiten simular una vitrificación alrededor de la bacteria, lo cual impide que la formación de cristales de hielo lesione las membranas citoplasmáticas.


  Se pudo evidenciar que algunos bacilos Gramnegativos presentaron cambios estructurales al ser observados al microscopio como fue el caso de la Klebsiella oxytoca que presento acomodación en empalizada no característica. Este resultado hace pensar que la hipótesis planteada sobre el estrés por congelación para algunos microorganismos constituye una respuesta más evidente que para otros. Es así, como las bacterias Gram negativas parecen presentar más cambios moleculares de adecuación estructural en condiciones de estrés por congelamiento que las bacterias

  Gram positivas. Este fenómeno esta relacionado con la conformación química de su membrana y por otro tipo de mensajes o señalizaciones, quórum sensing (8).
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  Resumen


  Se determinó la transferencia pasiva de inmunidad natural en lechones de dos granjas porcícolas comerciales. Para ello se tomaron muestras de sangre a 221 lechones a las 24 horas de nacidos y a 21 cerdas madres. Los lechones de cada granja fueron divididos en dos grupos uno experimental y uno control. El primer grupo se manejo de acuerdo con las normas usuales para cada granja, mientras que a las madres de los lechones del segundo grupo se les aplicó un producto inmunomodulador a base de LPS y Propionibacterium granulosum. Los sueros obtenidos fueron analizados por las técnicas de electroforesis sobre acetato de celulosa, inmunoelectroforesis, inmunodifusión radial cuantitativa y prueba de turbidez con sulfato de Zinc. La concentración de proteína total fue determinada con el refractómetro de Golberg. Se analizan los resultados obtenidos y se discute la importancia de la adecuada transferencia pasiva de inmunidad natural y el posible uso del inmunomodulador en granjas comerciales con problemas de morbimortalidad neonatal.


  Palabras clave: Inmunidad pasiva en porcinos, anticuerpos pasivos, concentración de inmunoglobulinas, calostro, inmunomoduladores.


  Abstract


  Passive natural immunity transfer in pigs from two different commercial breeding farms was determined. For this purpose, blood from 221 pigs, 24 hours after being born and 21 mothers pigs, were taken. The pigs from each farm were separated into two groups consisting of approximately 50 individuals each. The first group was treated as usually done by the farm owners, and to the second, an immunomodulator product (produced with LPS), was to the mothers given. Obtained serums were by means of cellulose acetate electrophoresis, immunoelectrophoresis, quantitative radial immunodiffusion and zinc sulfate turbidity tests analyzed. Total protein concentration was determined using a Golberg refractometer. Obtained results were analyzed and the importance of an adequate natural passive immunity transfer is discussed. Also discussed is the possible use of the immunodulator in commercial pig breeding farms that present high rates of neonatal morbimortality.


  Key words: Passive immunity in pigs, passives antibodies, immunoglobulins concentrations, colostrum, immunomodulators.


  ARTíCULO ORIGINAL


  Introducción


  Al nacer, los porcinos son en general, agammaglobulinémicos (1, 2), por lo que la transferencia pasiva de inmunidad desde la madre a través del calostro, reviste gran importancia (1, 3, 4). Desde hace tiempo se conoce la relación entre la concentración de anticuerpos pasivos en el suero sanguíneo de los lechones a las 24 horas del nacimiento y su estado de salud hasta el destete (3, 5, 6). De otro lado, factores tales como debilidad, hipoxia, orden de nacimiento y peso corporal pueden influenciar la toma de calostro y el posterior desarrollo de los animales (2, 7, 8). En condiciones naturales el calostro materno es la única fuente de inmunoglobulinas disponible para el cerdo recién nacido. Estas proteínas globulares, predominantemente Ig G, son absorbidas en intestino y llevadas al torrente circulatorio dentro de las primeras 24 horas luego del nacimiento (2, 9). De esta manera el consumo de calostro inmediatamente después del parto, resulta esencial por dos razones; primero, la concentración de inmunoglobulinas calostrales declinan rápidamente después del parto, y dos, la capacidad del intestino del neonato para absorber tales inmuno-globulinas se pierde pocas horas después del nacimiento. Se ha determinado previamente que las concentraciones menores de 10 mg/ml de IgG sanguínea de lechones a las 24 horas del nacimiento, corresponden a fallas de diversa índole en la transferencia pasiva de inmunidad y que tales animales presentan una probabilidad elevada de enfermar y/o morir antes del destete (9, 10).


  En el presente trabajo se evaluó la inmunidad pasiva natural en dos piaras comerciales y se estableci ó su relación con el estado de salud de los animales hasta el momento del destete. También se estudió el impacto de la administración de un inmunomodulador (11, 12) a las madres, durante el último tercio de la gestación, con el fin de aumentar los niveles de inmunoglobulinas en calostro e incrementar así su absorción por parte de los lechones.


  Materiales y métodos


  Población de Estudio.


  La población del estudio pertenecía a dos granjas porcícolas comerciales, la primera ubicada en el municipio de Mosquera (Cundinamarca) (Granja 1) y la segunda en el municipio de La Mesa (Cundinamarca) (Granja 2). En cada granja se conformaron dos grupos:

  a) lechones sin tratamiento (control) y b) lechones de madres tratadas con un inmunomodulador a base de lipopolisacárido (LPS) de E. coli y células inactivadas de Propionibacterium granulosum. El producto se aplicó 8 y 2 días antes del parto en un volumen de 5 y 2 ml por animal por vía intramuscular. Se incluyeron cerdas de 1 hasta 8 partos cuyas camadas estuvieron entre 8 y 12 lechones.


  Muestras


  Las muestras estudiadas fueron sueros provenientes de 221 lechones con aproximadamente 24 horas de nacidos y sueros de cerdas madres (21). La conservación de estos sueros se realizó por congelación a .40° C hasta el momento de la realización de las pruebas. Todas las muestras fueron corridas por las técnicas de electroforesis sobre acetato de celulosa (7, 10, 13, 14, 15), refractometría (10), prueba de turbidez con sulfato de zinc (10), inmunodifusión radial cuantitativa para IgG e inmunoelectroforesis (10, 14, 15, 16).


  Electroforesis en Acetato de Celulosa.


  Las muestras obtenidas fueron corridas por electroforesis en tiras de acetato de celulosa siguiendo el procedimiento indicado para el sistema Sepratek de Gelman Sciences, inc. y posteriormente aclaradas siguiendo el protocolo propuesto por Morilla & Bautista (10). Las placas fueron leídas en un densitómetro Shimadzu CS-9000.


  Tabla 1. Distribución muestral de lechones en las granjas y grupos estudiados.
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  Refractomería.


  La concentración de proteína total en los sueros fue estimada con el refractómetro de Golberg (marca CETI ref: 8100-0120 DIGIT- 012).


  Prueba de Turbidez con Sulfato de Zinc.


  Esta técnica se llevó a cabo utilizando el protocolo propuesto por Morilla y Bautista (10). Las muestras se analizaron empleando un espectrofotómetro (MILTON ROY Spectronic 601). Las muestras precipitadas fueron leídas a 660 nm y los resultados se expresaron en unidades de turbidez del sulfato de zinc (unidades TSZ).


  Inmunodifusión Radial Cuantitativa.


  Las inmunodifusiones se realizaron siguiendo protocolos Morilla y Bautista (10),Weir D. Las apropiadas diluciones de anti-inmunoglobulina G Porcinas se evaluaron en pruebas previas con sueros que mostraron diferente concentración en las pruebas de turbidez con sulfato de zinc (16).


  Inmunoelectroforesis.


  Para realizar esta prueba se seleccionaron sueros de acuerdo con los resultados obtenidos para proteína total, se corrieron muestras con concentraciones altas, bajas e intermedias y se contrastaron con los sueros maternos, adicionalmente se evaluó el antisuero total porcino producido. Se utilizaron los protocolos propuestos por Rodríguez et al. (17) y Morilla y Bautista (14).


  Antisueros policlonales contra suero total porcino e IgG porcina.


  La producción del antisuero se realizó en conejos, empleando protocolos de inmunización propuestos por Rodríguez, et al. (17) y Morilla y Bautista (14). Como inóculo se utilizaron sueros de porcinos adultos sanos e IgG porcina pura (Sigma I4381).


  Resultados


  La tabla 1 contiene la distribución de las muestras, tanto por granja como por grupos control y experimental en cada una de ellas. Esta tabla, como todas las referentes al análisis estadístico presentadas en el presente trabajo, se muestra de acuerdo con el formato contenido en el Programa Estadístico para Ciencias Sociales (SPSS), con el cual se analizaron los resultados.


  Las condiciones de comparación de pesos al nacimiento y al destete entre los grupos experimental y control, en cada una de las dos granjas estudiadas se presentan en la tabla 2. Nótese que el grupo experimental presentó un mayor peso en ambas circunstancias.


  En la tabla 3 se muestra la comparación de pesos obtenidos por los lechones al nacimiento y al destete, en donde se aprecia la diferencia significativa entre pesos al nacimiento (P< 0.005) pero no al destete, entre los grupos con tratamiento y control respectivamente, en las granjas 1 y 2.


  Tabla 2. Comparación de pesos de lechones al nacimiento y al destete entre las dos granjas estudiadas.
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  Tabla 3. Análisis de varianza de pesos de lechones al nacimiento y al destete (P<0.05).
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  En la figura 1, pesos al nacimiento, se observa que la longitud de las barras verticales, que representan las desviaciones estándar de la variable en los dos grupos, no se sobreponen, lo cual corrobora la diferencia significativa presentada entre los grupos experimental y control, a favor del primero (promedios de pesos al nacimiento en grupo experimental 1.668 gr y en grupo control 1.551 gr.). A pesar de que en el estudio se estableció una diferencia de peso al destete (Figura 2) a favor del grupo experimental, la diferencia no es estadísticamente significativa (promedios de pesos al destete en grupo experimental 6.766 gr y en grupo control 6.388 gr.).


  La tabla 4 enumera las condiciones del análisis de varianza de los datos obtenidos para concentración de proteína total, albúmina, globulinas, IgG por inmunodifusión radial cuantitativa (IDRC) y test de turbidez con sulfato de zinc.


  De otra parte la tabla 5 muestra los resultados obtenidos en los análisis de varianza con los datos de la tabla anterior. En ella se aprecia que existen diferencias significativas a favor de los grupos tratados, en concentración total de proteína sérica, albúmina y en los resultados obtenidos con el test de turbidez con sulfato de zinc, mientras que para la concentración de globulinas, así como para los resultados obtenidos por IDRC, las diferencias, a pesar de presentarse a favor de los grupos tratados, no son significativas.


  La tabla 6 indica la prueba de T para las distintas variables analizadas. Las figuras 3,4,5,6 y 7 representan las diferencias para proteína total, albúmina, globulinas, IDRC, y turbidez con sulfato de zinc respectivamente. Dado que algunas de las muestras tomadas presentaron diferentes grados de hemólisis, evaluadas subjetivamente como una cruz (+), dos cruces (++), tres cruces (+++) y cuatro cruces (++++), de acuerdo con el grado de color mostrado por el suero, fue necesario establecer si la misma incidía en los resultados obtenidos. La figura 8 muestra un histograma de la forma como se distribuyó la hemólisis y sus distintos grados en las muestras de los dos grupos. Aquí se puede ver que la hemólisis se distribuyó de manera homogénea entre todos los 4 grupos del trabajo, lo que explicaría el hecho de que no incida en los resultados obtenidos.


  La figura 9 corresponde a un histograma donde se representan los porcentajes de individuos del estudio que no enfermaron, murieron, enfermaron y enfermaron y murieron.


  En la figura 10 se grafican los porcentajes de individuos que dentro de cada grupo presentaron diarrea, murieron por aplastamiento, murieron a la toma de sangre, presentaron baja vitalidad, inanición, asfixia u otra. Las figuras 11 y 12 muestran histogramas que grafican la mortalidad observada en los grupos experimentales y controles de las granjas 1 y 2 respectivamente.


  Obtención y prueba de los antisueros.


  Los sueros hiperinmunes obtenidos a partir de los animales inmunizados fueron probados por Inmunoelectroforesis. Ambos esquemas condujeron a antisueros de buena calidad, ya que permiten visualizar de manera adecuada las bandas constituidas por los distintos grupos de proteínas séricas.


  Tabla 4. Análisis de las diferentes variables en lechones entre grupos experimentales y controles de las dos granjas.
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  Tabla 5. Análisis de varianza de las variables en lechones de los grupos y granjas estudiadas.
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  Los antisue-ros contra suero porcino total fueron utilizados para contrastar algunos de los resultados obtenidos de lechones con diferentes concentraciones de inmunoglobulinas y el antisuero anti IgG porcina se probó por IEF a fin de determinar su actividad y pureza y luego se empleó en las pruebas de inmuno-difusión radial cuantitativa.


  El estudio comparativo de las madres de cada uno de los grupos de las dos granjas, no mostró diferencias estadísticamente significativas en cuanto a concentración de albúmina, globulinas, proteína total, IDRC ni test de turbidez con sulfato de zinc. Sin embargo las pruebas para concentración de globulinas, IDRC y turbidez con sulfato de zinc reflejan valores menores en el grupo experimental, lo que podría reflejar el paso de Igs maternas a los lechones a través del calostro.


  Discusión


  El presente fue un estudio clínico, donde se analizaron animales de dos granjas, en las cuales se establecieron dos grupos, lechones cuyas madres recibieron tratamiento con un inmunomodulador preparado con LPS de E. coli y células inactivadas de Propionibacterium granulosum y un grupo control. (Tabla 1).


  Los análisis de varianza de los pesos al nacer de lechones provenientes de madres tratadas y sin tratar (Tabla 3) muestran una diferencia significativa a favor de los hijos de madres tratadas, lo cual podría estar indicando que el producto inmunomodulador posee propiedades estimuladoras indirectas sobre el crecimiento fetal. Como se sabe el LPS puede actuar uniendo inespecíficamente receptores de linfocitos B y T y el CD14 de macrófagos con lo cual estas células se activan iniciando, en el caso de los linfocitos, un proceso de blastogénesis (2, 9, 19). Las células activadas secretan entonces una gama de citoquinas con diversas actividades a distintos niveles orgánicos que podrían pasar a los fetos a través de la placenta, estimulando su crecimiento durante la última semana de gestación. De otro lado, aun cuando resulta menos probable dada la constitución placentaria, el LPS podría alcanzar la circulación fetal y estimular directamente receptores involucrados con el crecimiento.


  Al destete continua presentándose una diferencia de peso a favor de los lechones provenientes de hembras tratadas, pero la diferencia no resulta estadísticamente significativa. Como se mencionó en el aparte de resultados se presentaron diferencias significativas en pro de los grupos experimentales en cuanto a proteína total evaluada por refractometría, concentración de albúminas determinada por la técnica de electroforesis sobre membranas de acetato de celulosa (EAC) y densitometría y los resultados obtenidos con el test de sulfato de zinc; mientras que para la variable concentración de globulinas determinada por la técnica de electroforesis sobre membranas de acetato de celulosa (EAC) y densitometría, así como para los resultados obtenidos por IDRC, las diferencias aun cuando se presentan, no fueron significativas.


  Tabla 6. Prueba de T para variables analizadas en lechones de los grupos y granjas estudiadas.
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  Es importante anotar que debido a la interferencia sobre el electroforetograma provocada por la hemoglobina y otras proteínas de los glóbulos rojos lisados, no pudieron realizarse lecturas individuales de las fracciones alfa-beta-gamma de las globulinas, por lo que fue preciso recurrir a analizar la fracción globulínica de manera global, con lo cual la sensibilidad de la electroforesis se perdió para el estudio. Sin embargo, la prueba de turbidez con sulfato de zinc, permitió establecer de manera más clara las diferencias en cuanto a concentración de gammaglobulinas en los lechones hijos de madres tratadas, lo cual se había reportado ya por álvarez, B (4) y por Ortiz, J.M. (12). Es importante anotar que la prueba de turbidez evalúa las concentraciones de IgG1, G2 y M, mientras que la IDRC únicamente midió IgG1, tal como se observa en IEF donde se prueba el antisuero.


  La IDRC no permitió marcar un contraste más claro entre las concentraciones específicas de IgG y aun cuando es apreciable una diferencia entre los grupos tratados y control a favor de los primeros, esta no es significativa. En el análisis general de las pruebas puede apreciarse que cuando las diferencias de concentración son grandes, estas se observan a simple vista. Sin embargo cuando las concentraciones son relativamente homogéneas las lecturas no poseen la sensibilidad necesaria para separarlas.
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  Figura 1. Diagrama comparativo de pesos de lechones al nacimiento entre grupos experimentales y controles de las dos granjas.
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  Figura 2. Diagrama comparativo de pesos de lechones al destete entre grupos experimentales y controles de las dos granjas
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  Figura 3. Diagrama comparativo en lechones de valores de proteína total entre grupos experimentales y controles de las dos granjas.
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  Figura 4. Diagrama comparativo en lechones de valores de albúmina entre grupos experimentales y controles de las dos granjas.
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  Figura 5. Diagrama comparativo en lechones de valores de globulinas entre grupos experimentales y controles de las dos granjas.
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  Figura 6. Diagrama comparativo en lechones de valores de IDRC entre grupos experimentales y controles de las dos granjas
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  Figura 7. Diagrama comparativo en lechones de valores de la prueba de sulfato de zinc entre grupos experimentales y controles de las dos granjas.
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  Figura 8. Histograma de la distribución de hemólisis en muestras de lechones de grupos experimentales y controles de las dos granjas.
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  Figura 9. Histograma que muestra el estado de los lechones en los grupos experimentales y controles de las dos granjas.
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  Figura 10. Histograma que muestra las causas de enfermedad y muerte en lechones de los grupos experimentales y controles de las dos granjas.[image: ]


  Figura 11. Histograma comparativo de datos en lechones en los grupos experimentales y controles de la granja 1.
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  Figura 12. Histograma comparativo de datos en lechones en los grupos experimentales y controles de la granja 2.


  La prueba de IEF evidenció diferencias apreciadas previamente a través de otras técnicas, en cuanto a concentración de IgG en los sueros de lechones estudiados.


  La hemólisis propiciada por la dificultad que presenta tomar muestras de 2.5 a 3.0 ml de sangre a animales tan pequeños en quienes no se evidencian los vasos sanguíneos, constituyó un inconveniente, que a pesar de no incidir de manera importante en los resultados obtenidos como se mostró gracias a los análisis reportados en el aparte .resultados., si impidió utilizar más profundamente la capacidad clínica de la electroforesis sobre membranas de acetato de celulosa (EAC). Es posible sin embargo, que se puedan establecer curvas de referencia de hemólisis, en cuya realización se laven eritrocitos porcinos en distintas proporciones, se lisen y luego se corran pruebas de EAC para los sobrenadantes obtenidos. Este aspecto, sin embargo, sobrepasaba los límites del presente trabajo.


  A pesar de que los lechones de las madres tratadas presentaban mayores pesos al nacimiento y al destete, así como una mayor concentración en suero de Igs pasivas, lo cual tiene una correlación plenamente establecida con resistencia a enfermedades infecciosas hasta el momento del destete como lo reporta Tizard, I. (2), en el presente trabajo se muestra una mayor prevalencia de diarreas en estos animales. Es importante hacer notar que los lechones de las hembras tratadas presentaron menos mortalidad (Figuras 11 y 12), lo cual conduce a tres posibles hipótesis. La primera, es que los animales en realidad no presentan diarrea, pero el excesivo celo de los cuidadores hace que se reporten y traten todos los animales que presenten sobre su región posterior (calzón) residuos de materia fecal líquida, con lo cual, muchos animales que en realidad no presentan diarrea pero que se sentaron sobre excrementos de la hembra o de sus hermanos sean reportados como diarréicos. La segunda es que en realidad si se presentó diarrea pero gracias a la inmunidad pasiva natural más sólida, pudieron sortearla sin mostrar mortalidad. La tercera hace referencia a la calidad inmunológica del calostro consumido, pues no solo es necesario que se transfieran inmunoglobulinas desde la madre hacia sus lechones para que estos sean protegidos, es indispensable que estas inmunoglobulinas sean específicas contra los agentes que causan la problemática infecciosa en los neonatos. Vale resaltar aquí, la importancia adicional que tienen las normas de manejo, higiene y bioseguridad en ese contexto.


  Se observó una diferencia apreciable en cuanto a mortalidad entre las dos granjas y de mayor magnitud en los grupos control (grupo experimental 3,7%, grupo control 15,9%) lo cual está de acuerdo con la hipótesis planteada, con la literatura consultada y con los demás resultados obtenidos.


  Las hembras se comportaron de manera homogé- nea en cuanto a las variables analizadas. No hubo diferencias significativas entre los grupos, las granjas o las concentraciones de las distintas fracciones de proteína estudiadas por las diferentes técnicas empleadas.


  Los resultados obtenidos permiten inferir que el uso de los inmunomoduladores de la naturaleza del estudiado, pueda ser de utilidad para incrementar los niveles de Igs transferidas pasivamente desde las madres y disminuir la morbimortalidad neonatal relacionada con la presencia de agentes infecciosos en las granjas porcícolas.
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  Resumen


  Día a día surge la necesidad de divulgar a la comunidad científica nacional e internacional la información existente en las colecciones biológicas de los museos, particularmente cuando son pocas para un taxa en el país, o cuando es difícil acceder a ellas. Aunque las bases de datos en general compilan información de forma sistemática, las pertenecientes a las colecciones biológicas del Museo Javeriano de Historia Natural Lorenzo Uribe S.J. (MUJ) aún no están estandarizadas de manera tal que puedan ser divulgadas para una consulta universal. Para solucionar este problema en el MUJ se ha hecho uso de herramientas como los metadatos, datos sobre datos, que a partir de la base de datos de la colección de corales resume información de su contenido, calidad, donde fue colectado y condición; brindando acceso a información en un lenguaje homogéneo. Los pasos seguidos para generar el metadato de la colección de corales referenciados en el MUJ fueron: revisión, digitación, organización, depuración y estandarización a nivel taxonómico y geográfico de la información de cada uno de los datos de los registros biológicos, tomando como base estándares internacionales.


  El metadato condensó información sobre: 1. Géneros de Scleractinios del MUJ, 2. Citación del autor del metadato y del listado de Scleractinios; 3. Cobertura geográfica de colecta; 4. Condiciones de acceso y uso; y 5. Información temporal e hipervínculos, entre otros aspectos. Así mismo se aplicó el índice de biodiversidad de metadatos para cualificar interoperabilidad con otros metadatos y su divulgación. El metadato de corales del MUJ es eficaz (76.6%) porque facilita la búsqueda eficiente, específica y completa de la información sobre corales en el Caribe colombiano, ya que solo existen dos colecciones referenciadas en el país. Además, da a conocer parte del patrimonio y biodiversidad y permite comparar e intercambiar información existente a nivel internacional vía electrónica.


  Palabras claves: corales, metadato, Museo Javeriano, escleractinios.


  Abstract


  Coral Collection Metadata (Scleractinia) from the Museo de Historia Natural Lorenzo Uribe S.J.: The necessity to notify scientist about the biological collections is a daily need, particularly when there are few of them in a country for a particular taxa, or when it.s difficult the access to them. Although the collection data bases compile information in systematic form, they are not design to divulgate the information in a universal language. To solve this problem, tools such as the metadata were created, data over data, they use the collection data base to summary the information contained, their quality; where they were collected, and state; allowing information access in a universal language. The steps we followed to generate the metadata from the coral collection referenced to the Museo de Historia Natural Lorenzo Uribe S.J. (MUJ) were: revision, digitations, organization, depuration, and standardization at taxonomic and geographic level for each biological specimen, using an international standard.


  The metadata allow us to know the Scleractinian genera list (MUJ), and to condense information on: 1. author and Scleractinian list citations; 2. Geographic sampling cover; 3. Conditions to access and use; and 4. temporal information and hipervinculum; within other aspects. In the same way, we applied the biological index of metadata documentation (76.6%) to quantify inter-operability with other metadata and it divulgation. Coral MUJ metadata is effective because it facilitate search of coral information in Colombia, in an efficient, specific, and complete way, this is because there are only two collections referenced. In addition it will allow us to show our biodiversity and to compare and interchange the information internationally.


  Key word: corals, metadata, Museo Javeriano, scleractinia.


  Introducción


  Aunque el término metadato es relativamente nuevo, lo que representa como tal no lo es, desde los años 60 con la intención de facilitar el trabajo a los investigadores y usuarios de las bibliotecas internacionales se empezaron a compartir metadatos descriptivos usando sistemas automatizados como catá- logos de acceso público y reglas de catalogación internacionalmente aceptadas para con ello lograr integrar, facilitar y divulgar información (1).


  Desde entonces se ha venido utilizando el término literalmente con un significado de datos sobre datos. (2) que brindan información resumida, organizada y estandariza de datos existentes utilizados para extraer la información relevante desde cualquier objeto, entidad o recurso de manera rápida y eficaz (3). Para las colecciones biológicas de los museos del mundo, el metadato ofrece una herramienta cuantitativa y cualitativa de los ejemplares presentes en cada colección.


  El metadato sintetiza información taxonómica, geográfica de cantidad y calidad de los datos (4). Así mismo, el material impreso, audiovisual o geoespacial son otros ejemplos a los que se les puede extraer información para generar el metadato (5). El metadato de una colección biológica sirve para: (i) buscar información rápida sobre cada grupo específico o colección; (ii) conocer información de referencia; (iii) evitar re-analizar la información existente; (iv) conocer la fecha próxima de revisión y actualización; (v) presentar información de la versión del estándar utilizado; (vi) conocer la fecha de creación de la colección; y (vii) encontrar los listados o publicaciones existentes de diferentes taxa (6).


  Pese a la diversidad existente en Colombia, existen pocos metadatos de colecciones biológicas, entre los cuales se destacan los del Instituto de Recursos Biológicos Alexander von Humboldt (IAvH) para grupos como Hymenoptera, Lepidoptera (7); y los metadatos de las colecciones del Museo de Historia Natural Marina de Colombia (MHNMC), los cuales son publicados en el Sistema de información sobre biodiversidad (SIB) y en el Sistema de Información sobre Biodiversidad Marina (SIBM), respectivamente (7). La elaboración y divulgación de metadatos de colecciones biológicas en Colombia, es un proceso reciente, 2002, que requiere ser incentivado en las diversas instituciones (7).Actualmente la Comunidad Europea, Chile y México dentro del marco de la biodiversidad, están implementando el uso de los metadatos para cada grupo biológico y/o colecciones, y así dar a conocer de manera general y eficiente la información que representa el patrimonio de su país (5).


  En Colombia aunque parte de la biodiversidad está representada en colecciones de diferentes museos, la mayoría de esta información no está disponible ni se intercambia entre museos por falta de estandarización de las bases de datos. Para homogenizar y estandarizar la información de los registros biológicos de las colecciones existen estándares internacionales, Dublin Core (8), que definen campos claves y casillas para completar y de uso obligatorio. Cualquier colección biológica que utilice este estándar podrá intercambiar información con otras que lo utilicen (9). La información que se describe en un metadato debe ser completa y precisa respecto a los campos obligatorios definidos por la institución; veraz y sin inferir, extrapolar, deducir, o modificar datos (9). Para determinar la pertinencia de publicar la información de un metadato se hace necesario aplicar herramientas metódologicas e índices de metadatos a partir de la información documentada, y dependiendo de las prioridades de cada museo se analizan los resultados bajo criterios cuantitativos y cualitativos.


  La información contenida en el metadato de la colección de escleractinios se hace relevante a nivel nacional y mundial debido a que hace parte de la colección de invertebrados marinos del MUJ, y por qué facilita que la compilación de información de especies preservadas en las colecciones biológicas constituyan un testimonio de la biodiversidad pasada y presente de un país. En este artículo se realza la importancia de generar el metadato de una colección biológica y se presenta el estándar de conjunto de datos utilizado, con cada uno de sus campos obligatorios debidamente diligenciados a partir de la base de datos de corales del MUJ, que previamente se ha estandarizado en un formato para registros biológicos. Para organizar la información anexa a los registros biológicos del MUJ, fue necesario consultar los formatos ya establecidos de metadatos, como: Graphic Representation NBII Content of Standard (10), NBII Content of Standard for National Biological Information Infraestructure Metadata (11), FDGC Content of Standard for Digital Geospatial Metadata (12) y Dublín Core (8).


  Materiales y Métodos


  El metadato se generó usando la base de datos de la colección de corales Escleractinios del MUJ compuesta por la información de campo anexa a cada uno de los ejemplares. Cada uno de los datos de los registros biológicos se sistematizó en excel y se les asignó un número de referencia a cada registro biológico, dentro de la colección de invertebrados marinos.


  Los criterios tenidos en cuenta para ingresar los datos de los registros biológicos a la base de datos fueron ejemplares: (i) en buen estado; (ii) con datos mínimos obligatorios: acrónimo, numero, fecha de colecta, distribución geográfica, rango batimétrico, coordenadas geográficas; datos sin ambigüedad (6- 12); (iii) determinados taxonómicamente, mínimo a familia. Aquellos ejemplares que no cumplían con estos criterios no se incluyeron a la base de datos y se les destinó como material de docencia en la Pontificia Universidad Javeriana (PUJ). Una vez creada y alimentada la base de datos, la información de los registros biológicos se estandarizó en un formato siguiendo a Rivera (6).


  Este procedimiento consistió en organizar la información anexa a los ejemplares a nivel taxonómico y geográfico por jerarquía, regiones, sitios, biomas, departamentos, país etc., en cada una de las casillas correspondientes al formato para registros biológicos (6). Una vez se le asignó una casilla a cada dato de cada registro biológico y se realizó la estandarización, se generó el metadato de la colección biológica de escleractinios, utilizando el estándar para la documentación de conjunto de datos (9). Posteriormente, se aplicó el indicador de intercambio de información; hoja metodológica realizada por el IAvH (datos no publicados) llamado índice de documentación para metadatos y su fórmula es: PMcd= (Mo/ Mt) X 100 donde; Mo es el número de campos completos en el metadato del MUJ y Mt es el total de campos sugeridos y obligatorios por el estándar utilizado (9). Esto con el fin de establecer que tan documentado está el metadato de corales del MUJ en aras de su divulgación (9). El criterio mínimo utilizado para definir si el metadato es lo suficiente-mente confiable para ser liberado al público y fue de un 70%. La pauta del porcentaje de este índice fue arbitraria, asumiendo que por debajo del 70% la documentación de los registros biológicos es inadecuada para interoperar con otros metadatos del mismo grupo y para ser publicado.


  Resultados


  El metadato documentó un inventario resumido y actualizado de la información existente al interior de la base de datos de la colección de escleractinios del MUJ tales como: sitio donde reposa la colección: Museo Javeriano, colección de invertebrados marinos; sitios donde se colectó: ARCO, MAG, SAN, TAY, MOR; requerimientos para realizar un proceso personalizado de pedido (préstamos); progreso de la colección y las condiciones de uso y acceso entre otras.


  La cantidad del contenido de la información para documentar el metadato fue de un 76.6%, valor arrojado por el índice de metadatos y correspondiente a la cantidad de campos llenos, al compararlo contra el total de información que debe estar completa en el estándar utilizado (9).


  Finalmente, este metadato suministró un perfil de características sobre el estado de completitud, calidad de completo de la información inherente a los ejemplares de la colección de corales hermatípicos del MUJ; arrojó información de la integridad taxonómica a nivel de género y a su vez mostró información sobre los requerimientos del usuario con la institución en caso de necesitarse apoyo del material referenciado (Tabla 1).


  Discusión


  El metadato en ciencias cobra un valor agregado para las colecciones biológicas, por que organiza, clasifica, estandariza, y describe la información de manera general y por rangos para cualquier grupo biológico o conjunto de datos (2). Sin embargo, pese a que existe esta implementación del metadato en Colombia, sugerida por el IAvH, para las colecciones biológicas (14), los curadores del MUJ y de otras instituciones no liberan la información que contienen al interior de sus bases de datos. Esto es debido a la ambigüedad que existe con respecto al reconocimiento de los derechos de autor (el que colecta, determina, clasifica, o genera el metadato).


  Para solucionar este problema es importante incentivar a los curadores y científicos a publicar la información existente en sus colecciones (5) y a que las revistas nacionales dentro de sus lineamentos permitan la publicación de metadatos. Una vez la información haya sido documentada y publicada, esta podr ía estar disponible en red. De acuerdo con Rivera (9), simultáneamente se podría ofrecer atención adecuada y oportuna a los usuarios de la información, quienes requieren acceso fácil y rápido a la misma, con poco o ningún costo, para así difundirla a un mayor público y a la comunidad científica nacional e internacional (14).


  De otro lado, el índice de intercambio de información aplicado al metadato de la colección de corales hermatípicos del MUJ indica que este se encuentra cerca al valor definido como .límite., lo que indicaría la mínima documentación requerida no solo para realizar el metadato, sino también para que al publicarlo su información sea útil (5). No obstante, el indicador de intercambio, índice de cantidad, posee limitaciones en cuanto a la cantidad de información que se debe tener en cuenta para obtener resultados robustos (13), debido a que esta cantidad depende de: (i) la información disponible de los registros biológicos en cada colección; (ii) la manera de ingresar la información a las bases de datos; (iii) la forma de registrar datos en la libreta de campo (iv) completar información post-colecta. Por esta razón es importante tener en cuenta una plataforma específica para documentar metadatos, ej. Dublín Core, ya que de los campos específicos recomendados a diligenciar, se adquieren los items para documentar la información de cada colección de acuerdo a los requerimientos de cada institución. En este caso los ítems fueron arbitrarios y además se estableció un estándar especifico de conjunto de datos (5).


  Tabla 1. Metadato de Corales Escleractinios del Caribe colombiano referenciados en el Museo de Historia Natural Lorenzo Uribe S.J. Los campos en negrilla son obligatorios (mínimos oligatorios). Estándar para la documentación de conjunto de datos.
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  No obstante, la documentación del metadato de la colección biológica del MUJ, logro minimizar datos y maximizar información (12). Dicha información evita como lo documenta Rivera (9), duplicar esfuerzos en la búsqueda de otras bases de datos del mismo grupo biológico con igual información o por el contrario, que en conjunto tengan información complementaria de manera que puedan ser útiles para los investigadores (14).


  En este contexto, el metadato de la colección del MUJ es complementario con otros que manejen el mismo grupo biológico en Colombia, como es el caso de Invemar, pues presenta información donde los componentes faltantes, casillas por diligenciar, en el metadato de una colección están en otra; ya sea por poseer atributos diferentes o por que la complementación de datos a posteriori fue eficiente; ej: ver metadato del MHNMC en SIM o web del IAvH.


  Es decir, los metadatos de las colecciones de un mismo grupo biológico, sumados proporcionan sino la totalidad, por lo menos parte de la información como en este caso, de los datos anexos a los corales hermatípicos de referencia, escleractinios del Caribe colombiano. Por ello y conforme con Rivera-Gutiérrez (9), el generar información de un metadato, compromete a los curadores o gestores del mismo, a actualizar en forma periódica el estándar adoptado, compararlo con las diferentes normas internacionales y requerimientos institucionales, asegurándose que estos cumplan el mínimode datos y campos diligenciados para facilitar la integración de metadatos de diversos grupos y organizaciones.


  Es importante recalcar que entre más completa y veraz la información de la base de datos y el metadato de las colecciones de los museos (14), mayor confiabilidad se tendrá al momento de hacer sus consultas y de decidir sobre cuales variables puede profundizar cada investigador (13).


  Cabe mencionar que la implementación y publicación de este metadato, es un aporte en el ámbito de la divulgación de un recurso biológico como lo son las colecciones, donde el modelo ha sido validado y ha producido una serie de publicaciones internacionales de divulgación científica que avalan su utilidad (3), y donde la información se basa como lo indica Rivera (9), en la veracidad de la información ingresada de mano con los investigadores y taxónomos expertos.


  Por último, se reconoce que se necesitarán estándares específicos de metadatos para otros temas biológicos, ej: áreas protegidas y flora neotropical, importantes para conocer y diseñar planes de conservación. Para muchos de estos temas, no hay estándares predominantes o emergentes (4), que a través de procesos lleguen a un consenso que implique la participación de los principales actores dentro del tema de interés. El primer paso en este proceso es hacer que los museos identifiquen la prioridad de los temas relevantes y los participantes pertinentes.
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  Resumen


  La mayoría de colecciones biológicas de los museos en Colombia carecen de elementos de diagnóstico, lo que impide analizarlas y determinar su estado en términos cuantitativos y cualitativos. Para suplir esta carencia se proponen indicadores de biodiversidad aplicables a las bases de datos de las colecciones biológicas que permitan a los museos definir sus condiciones, prioridades y registrar su aporte a la biodiversidad. Es así, como existen criterios básicos para elaborar dichos indicadores: validez científica, disponibilidad y fiabilidad de los datos, este último incluye; representatividad, sensibilidad a cambios, sencillez, comparabilidad, relevancia y utilidad entre otros. Estos criterios son necesarios para soportar cada indicador como parte de la hoja metodológica.


  Los indicadores de conocimiento sobre biodiversidad propuestos sirven para comparar el mismo grupo biológico: (i) entre diferentes colecciones, como el caso de estudio escleractinios del Museo Javeriano – MUJ y Museo de Historia Natural Marina de Colombia- MHNMC; (ii) comparar una colección frente a un total reportado para el país o el mundo. Los indicadores usados fueron los de: representatividad y complementariedad, tanto taxonómica como geográfica, especies en peligro, identificación taxonómica, completitud de datos, intensidad de muestreo e índice de metadatos. Los indicadores utilizados arrojaron los siguientes resultados para la colección del MUJ: especies con las que cuenta, 30 corales hermatípicos; carece de, 52 corales ahermatípicos en muestreos en 3 ecorregiones del país; distribución temporal de colecta, 91.6% de las colectas recientes; distribución espacial de colecta, 6 ecorregiones a lo largo del Caribe colombiano; representatividad taxonómica 50% frente al MHNMC y 26% frente al total reportado en el Caribe; nivel de curatoría, 94.4% de ejemplares identificados hasta especie; especies en amenaza presentes, 17.6%; familia con mas repeticiones, Faviidae y mas representativa, Agariciidae. El uso de indicadores incrementa la utilización y divulgación de la biodiversidad de un país y permite la especialización de la colección a través de la información documentada, permitiendo a los museos generar un diagnostico por colección y establecer prioridades de manejo y optimización de los recursos económicos.


  Palabras Claves: Caribe colombiano, colecciones biológicas, diagnóstico, escleractínios, indicadores de biodiversidad, museos.


  ARTíCULO ORIGINAL


  Abstract


  Most biological collections from Colombian museums lack diagnosis, which prevent to anmize and to know it real state in qualitative and quantitative terms. To solve this problem it has been proposed some biodiversity indicators, which can be used on biological collections data bases, allowing museums to define it condition, priorities and to register it contribution to country biodiversity.

  There are basic criteria to elaborate indicators such as: scientific validation, data availability and reliability; the later including representativity, sensibility, simplicity, relevance and utility among others. They are necessary to support each indicator as part of the methodological sheet. The indicators proposed are used to compare the same biological group: (i). Between different collections; as this study case: Museo Javeriano - MUJ against Museo de Historia Natural Marina de Colombia- MHNMC and (ii). One Museum against a total reported for the country or the world.


  The indicators used were: representativity and complementarity, both in taxonomic as in geographic terms; danger species; taxonomy identification; data completeness, sampled intensity, and metadata index. The indicators showed the following results for the MUJ collection: registred species 30 hermatipic corals; absent species, 52 ahermatipic corals; sampling in three ecoregions in the country, temporal, 91.6% of the material collected recently, 2004; spatial distribution of the specimens collected, 6 ecoregions along the colombian Caribbean; taxonomic representativeness, 50% against MHNMC and 26% against a total documented in the Caribbean; curatory level, 94.4% material identify to species; danger species included in the collection, 17.6%; family with more repetitions, Faviidae, and most representative; Agariciidae. The use of indicators increases the collection utility, disclosure (country biodiversity) and specialization through the documented information. They allows museums to make diagnosis for each collection in order to establish management priorities and optimization of the economical resources.


  Key Words: biodiversity indicators, diagnostic, biologic collection, museum, scleractinias, Colombian Caribbean.


  Introducción


  El diseño original de la hoja metodológica, criterios y condiciones para elaborar un índice indicador de conocimiento sobre biodiversidad; fue propuesto por la Unidad de Política Ambiental del Departamento Nacional de Planeación en 1998 para el uso de un sistema de indicadores de gestión y planificación ambiental (SIPSA), .Indicadores Ambientales y de Sustentabilidad para América Latina y el Caribe. (1).


  En el 2001 se implementaron, para ser utilizados en Colombia. Los puntos a considerar en la elaboración de la hoja metodológica, de acuerdo con Ortiz et al. (2); fueron: 1. Definición; 2. pertinencia; 3. Unidad de medida; 4. Fórmula; 5. Descripción metodológica; 5.1. Proceso de cálculo; 5.2. Limitaciones; 6. Cobertura; 7. Escala; 8. Relación con otros indicadores; 9. Fuente de los datos; 10. Disponibilidad de los datos; 10.1. Existencia de series históricas; 10.2. Nivel de actualización de los datos; 10.3. Estado actual de los datos; 10.4. Forma de presentación de los datos; 11. Periodicidad de los datos;12. Posibles entidades responsables del indicador; 13. Documentación relacionada; 14. Ejemplo numérico y 15. Ejemplo gráfico.


  Los indicadores se apoyan en los datos de las colecciones biológicas, ya que estas, al ser bancos de información que dependen de las condiciones de los ejemplares colectados, de la amplitud y la conservación de los mismos; y de la fiabilidad de sus datos, son las que representan el patrimonio en términos de biodiversidad de un país (3). En los museos ha sido difícil realizar avances significativos alrededor del manejo de la información de las colecciones, porque no se han invertido recursos económicos y tecnológicos en su desarrollo; capacitación, implementación de bibliografía, líneas de investigación con ejemplares, etc, que admitan la generación, dirección y uso de la información en general, y a su vez no existe un diagnóstico de su estado.


  El desarrollo de indicadores de biodiversidad permite conocer el estado de la colección de un museo, al igual que el seguimiento de logros en la generación de análisis y uso de la información documentada en las bases de datos de las colecciones, articulándola, mejorándola e integrándola para complementar los inventarios de especies en el país (4). Estos indicadores basados en índices, al ser expresiones cuantitativas y cualitativas de información, se constituyen en apoyos metodológicos para realizar un diagnóstico y avances en una colección de manera tal que sus logros puedan ser monitoreados por la institución en un periodo de tiempo (4).


  Los indicadores de biodiversidad son, en términos generales, instrumentos que orientan y alimentan la reflexión sobre los patrones y procesos en la generación del conocimiento científico (5). Cuando se evalúan, comparan e integran datos de diferentes museos, es indispensable que las colecciones involucradas sean afines en cuanto a su área de influencia, actividades de colecta e intereses taxonómicos, para que los datos compartidos presenten perfiles similares y tengan sentido (6). La eficacia de usar dichos indicadores de biodiversidad, es debido a que estos ofrecen un apoyo para realizar un diagnóstico, si se combinan entre sí (5).


  Los indicadores sirven para (i) especializar una colección biológica, (ii) planear investigaciones futuras, (iii) conocer la relevancia de cada una de las colecciones; definir el cubrimiento en términos taxonómicos y geográficos, (iv) cuantificar y cualificar los datos tomados en campo, (v) ver las carencias de la colección biológica en estudio, (vi) conocer la información de las colecciones biológicas; divulgar, recopilar datos en una colección biológica para un fin específico, (vii) obtener representatividad taxonómica y geográfica frente al total en el país, (viii) observar el esfuerzo de colecta en las colecciones biológicas evaluadas, (ix) integrar la información y contribuir en los procesos de biodiversidad, (x) facilitar decisiones en cuanto a biodiversidad en nuestro país, teniendo en cuenta por ejemplo especies en vía de extinción (7).


  De esta manera, la evaluación de información sobre organismos colectados en el territorio colombiano es importante para tomar decisiones relacionadas con biodiversidad, conservación, para diseñar estrategias de colecta, reguladas entre instituciones, para completar el inventario nacional, y contar con datos fiables para otros estudios a diferentes escalas espacio-temporales (6).


  Existen varios indicadores de biodiversidad, los cuales pueden ser aplicados en diferentes contextos. En Europa los indicadores han sido utilizados para evaluar la calidad del medio ambiente; ejemplo de ello son entidades como la Comisión Económica para Europa de las Naciones Unidas CEPE, que aplica 150 indicadores agrupados en 19 áreas y subáreas de interés ambiental, cada una constituida por uno o más indicadores (8). Las áreas con indicadores aplicados son: naturaleza, recursos, actividades humanas que afectan al medio, calidad del medio, especies, hábitats, gestión ambiental, cambio climático, disminución de la capa de ozono, acidificación, ozono troposférico, calidad del aire urbano, gestión de residuos, calidad de aguas continentales, litoral, aguas marinas, naturaleza y biodiversidad (8).


  El objetivo de esta publicación es demostrar la utilidad de los indicadores de conocimiento sobre biodiversidad, aplicados a las bases de datos de las colecciones biológicas y el diagnóstico que se infiere a través de ellos para trazar objetivos y políticas específicas en los museos.


  Materiales y métodos


  Para abordar el presente estudio se uso la información de 130 registros biológicos de Escleractinios de la colección de referencia del Museo Javeriano de Historia Natural Lorenzo Uribe S.J. (MUJ) y se compraró a dos niveles: (i) contra los 284 registros biológicos del mismo grupo biológico referenciados en la colección del Museo de Historia Natural Marina de Colombia (MHNMC), y (ii) contra la lista de 115 especies de Escleractinios reportados para el Caribe colombiano (9). Se establecieron parámetros de comparación a partir de las bases de datos de las colecciones biológicas; MUJ-MHNMC y se manejaron variables tales como: integridad taxonómica, cobertura geográfica, extensión temporal, acrónimo, código de la institución, numero del ejemplar y que las colecciones fuesen del mismo grupo biológico Escleractinios.


  Se aplicaron las fórmulas de tres tipos de indicadores de biodiversidad a los datos de los registros: cantidad, calidad e intercambio de información de colecciones biológicas (Tabla 1). Los resultados obtenidos de algunos indicadores oscilan entre cero y la unidad (complementariedad), y los demás se interpretaron porcentualmente bajo la siguiente escala: 0 a 35 bajo, de 36 a 70 medio y de 71a 100 alto.


  Resultados


  La colecta de los ejemplares del orden Escleractinios (MUJ) fue realizada entre 1999 y el 2004. Pese a ser en un lapso corto, se observa colecta interrum-pida. Se presentó mayor intensidad de colecta y por ende mayor número de especies en el 2004, época donde se evidenció de igual forma más representa-tividad taxonómica. Se identificaron 11 familias, 19 géneros y 30 especies de Escleractinios para el MUJ. Existe ausencia de corales ahermatipicos en la colección del MUJ, mientras que el MHNMC referenció 27 especies frente a 52 reportados para el Caribe colombiano (Figura 1A). No obstante el MUJ tiene exclusividad de 23 juveniles hermatípicos y 7 especies únicas referenciadas para el país. Se obtuvó una representación taxonómica alta al comparar los taxones de Escleractinios del MUJ frente al MHNMC y baja contra el total reportado para el Caribe colombiano (Figuras 1 A y B).


  La tendencia para los dos casos fue: a mayor jerarquía, es decir a medida que incrementaba la clasificación en términos de familia, género y especie, menor representatividad taxonómica. Las especies referenciadas en el MUJ fue del 50% contra las existentes en el MHNMC y 26% del total reportado para el Caribe colombiano (Figuras 2 A y B).


  El 90% de los ejemplares del MUJ se han colectado en tres ecorregiones del Caribe colombiano, San Andrés, Magdalena y Tayrona, faltando muestreo en Darién, Guajira y Morrosquillo. Las colecciones de Escleractinios del MUJ y MHNMC a nivel taxonó- mico, son altamente complementarias. Seis familias, 35.3%, presentaron valores iguales a 1 en complementariedad, evidenciando la exclusividad de estos taxones para el MHNMC y ausencia de los mismos para el MUJ. 23.5% de los taxones mostraron valores cercanos a 1. El 29.4% de las especies con valores cercanos a 0 y el 11.8 % de las familias con valores iguales a 0, representando para estas familias baja complementariedad. Se evidenció que la colección biológica de escleractinios del MUJ comparte un alto porcentaje de ecorregiones muestreadas con respecto a las ecorregiones en estudio y con las muestreadas por el MHNMC, y por lo tanto la tendencia de complementariedad es considerada baja entre las dos colecciones. La curatoria, entendida como la gestión del taxónomo en este caso es alta (94.4%). Las especies amenazadas preservadas dentro de la colección fue de 17.6%, siguiendo a UICN. El indicador de completitud en los conjuntos de datos (MUJ y MHNMC) presentó un alto porcentaje de información documentada y almacenada en campos críticos (76.6%).


  Tabla 1. Indicadores de biodiversidad aplicados a la colección del MUJ, MHNMC y spp reportadas para el Caribe colombiano. Los valores varían entre o (ausencia) y 1 (presencia). Spp: Especies.* Aplicado a nivel de familia.
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  Figura 1. A. Comparación de la representatividad taxonómica de corales ahermatípicos referenciados en el MUJ contra el total de corales ahermatipicos referenciados en la colección del MHNMC. El número de especies de cada colección se presentó en blanco, y el porcentaje de representatividad en negro para las dos colecciones. Rti: Representatividad Taxonómica; F: Familia; G: Género; E: Especie. B. Comparación de la representatividad taxonómica de corales hermatipicos referenciados en el MUJ contra el total de corales hermatípicos referenciados en la colección del MHNMC.

  Fuente: Inst. Alexander von Humboldt.


  Las Familias con mayor intensidad de muestreo fueron: Faviidae, Poritidae y Mussidae correspondiendo a un 65.3% del total de registros biológicos (130). Las familias con mayor número de especies fueron: Faviidae; 10 especies, Mussidae; 4 especies y Agariicidae; 3 especies, aportando el 56.6% del total de las especies (30). El MUJ cuenta con el 75% de los campos obligatorios documentados para la construcción del metadato, contra un 96% del MHNMC, al seguir el mismo estándar propuesto para la documentación del conjunto de datos (10).


  [image: ]


  Figura 2. A. Porcentaje de representatividad taxonómica de los Escleractinios de la colección biológica del MUJ al ser comparado con el MHNMC. B. Porcentaje de representatividad taxonómica de los Scleractinios de la colección biológica del MUJ al ser comparado con el total para el Caribe colombiano. Familia: F, Género: G y Especie: E. El número de taxones de cada colección se encuentra en la parte interna de las barras para las dos colecciones; en gris para el MUJ, y en negro para el MHNMC. El Rti, se presenta en blanco. Rti: Representatividad Taxonómica.


  Discusión


  La selección de indicadores para el diagnóstico de la colección de corales del MUJ, se basó como afirma Hyman et al. (11), en los objetivos que se pretenden en un estudio. Estos son representatividad e inventario taxonómico y la calidad y completitud de la información en las bases de datos (10). El indicador de representatividad taxonómica, mostró valores porcentuales de los taxones almacenados en la colección del MUJ (4), respecto de un total de riqueza estimada para el país y frente a la colección del MHNMC, para el mismo taxón. Los bajos porcentajes de representatividad taxonómica de la colección del MUJ contra el total para Colombia y el MHNMC, se explican por la ausencia de corales ahermatípicos, (Figura 1A), y alto porcentaje relativo (90%) de registros biológicos de corales hermatípicos, y de fácil colecta en aguas someras (Figura 1B). Además, son un grupo conspicuo en los arrecifes por su tamaño y cobertura a diferencia de los corales ahermatipicos (12).


  No obstante la importancia de la colección de escleractinios del MUJ para el país, radica en la exclusividad de sus ejemplares, que son en su totalidad corales hermatípicos juveniles. Sin embargo, el análisis de éste indicador es de cuidado, debido a la fluctuación taxonómica que representa cualquier valor estimado de riqueza (4) y frente a la discrepancia de criterios entre autores en cuanto al número de especies de un taxón dado (6), que en este caso fueron los corales de los géneros: Agaricia, Cladocora, Colpophyllia, Dichocoenia, Diploria, Eusmilia, Favia, Leptoseris, Isophyllastrea, Madracis, Manicina, Meandrina, Montastrea, Mussa, Mycetophyllia, Porites, Scolymia, Siderastrea y Tubastrea del Caribe colombiano.


  La colecta de los corales se realizó en tres ecorregiones de siete del Caribe colombiano, analizándose que en Colombia en los últimos años, hay sesgo al realizar los muestreos sobre biodiversidad, ejemplo de ello se ve en grupos de organismos, como aves, Renjifo et al. (13), Delgado (14); plantas; IAvH et al. (15), Vivas (6), y avispas parasitoides, Campos (16) y Vivas et al (17). Como lo afirman Soberón et al. (18), las áreas donde más se muestrea están asociadas a algún interés científico, con la influencia de la actividad de institutos de investigación o universidades, con la presencia de vías de comunicación y logística, seguridad, costos y con proyectos estatales de recolección de información.


  Por otro lado, las ecorregiones no muestreadas, se relacionan posiblemente como lo afirma Vivas (17), en los recortes de presupuesto para actividades de investigación y en las demoras para los permisos ante los Ministerios en el momento de colectar. Pese, a que se ha muestreado en conjunto con el MHNMC todas las ecorregiones del Caribe colombiano, no se obtuvo distribución geográfica biomaps de los ejemplares colectados, debido a la falta de coordenadas geográficas asociadas a los registros, para con ellos ser interpretada en conjunto con el indicador de complementariedad geográfica de manera confiable (19).


  Actualmente existe una seria preocupación en los círculos científicos, acerca de la conservación de la biota, flora, fauna y ambiente, ante la persistente degradación y desaparición de numerosas áreas naturales y especies nativas a nivel mundial (20). Es por eso que cobra importancia la interpretación del indicador de especies amenazadas, que se relaciona con el conocimiento de la biota en peligro para Colombia, y éste dato es de vital importancia, como lo afirma Fernández (21), para la reconstrucción de geanologías, y por su aporte de datos genéticos gracias a las modernas técnicas de genética molecular y a la conservación de las especies en peligro.


  Así mismo, los valores de los indicadores de cantidad de información, dependieron básicamente de la calidad de ésta en las colecciones biológicas, del proceso de integración de los datos, de la cantidad y condiciones de los ejemplares recolectados, de los métodos usados para el ingreso de los datos a la base de datos (22) y de los objetivos específicos que se consideraron en el momento de realizar la curatoría de la colección de corales, tales como: 1. Metas y prioridades propuestas; 2. Planeación estratégica asociada y 3. Liderazgo (21). La alta proporción de complementariedad de las colecciones a nivel taxonómico con la cual se obtiene la representatividad total de taxones de corales en los conjuntos de datos evaluados (MUJ y MHNMC), se ve apoyado con lo expuesto por Vivas (17), donde la aplicación del índice de complementariedad taxonómica y geográfica a un conjunto de datos, arroja resultados que demuestran que las colecciones con especies únicas (MUJ) son importantes para la totalidad del inventario taxonómico del país, independiente del número de registros que posea (6). Los resultados de los índices de intensidad de muestreo; especies/ localidad/ MUJ, revelan como lo ha planteadoWilliams y Gaston (23), que a mayor número de localidades muestreadas y registros, se espera que se encuentre un mayor número de taxones identificados. Es decir, los taxones; Faviidae, Poritidae, Mussidae, Agariicidae y las localidades muestreadas; San Andrés, Magdalena y Tayrona estan directamente relacionados, si se interpretan como la medida del esfuerzo invertido por un investigador en la colecta de entidades biológicas; concepto que corresponde al enfoque usado por investigadores como Colwell y Coddington (24), Hijmans et.al; (25), y Soberón et. al; (18). Sin embargo, los valores arrojados, no deben confundirse con las múltiples repeticiones de un solo ejemplar, ya que se crea una tendencia poco útil a «curar por curar, o colectar por colectar» (21).


  De acuerdo con los resultados del conjunto de los índices de biodiversidad, se hace necesario una revisión de objetivos concretos para las colecciones biológicas. Fernández (21), afirma que los problemas que afrontan los museos actualmente es debido a la falta de curatoría del material depositado en los museos, y que a su vez estos ejemplares no están asociados a catálogos ni a publicaciones. Es por eso, que los museos deben cumplir diferentes principios, dos de ellos de suma importancia: 1. que ocupen el menor espacio posible, pero a la vez conserven y muestren las propiedades consideradas de valor para su clasificación; 2. que en su recolección y estudio sean aplicadas las mismas técnicas, procedimientos, equipos y materiales, de modo que la comparación de atributos entre los distintos organismos sea estandarizada y no se oculten o compliquen las comparaciones, como resultado de no cuidar este «principio de homogeneidad» (26). Una colección ideal según Mcginley (27), debe basarse en la preservación y conservación de las colecciones por medio de la categorización en diez niveles, definida por la Política de Manejo de Colecciones, Departamento de Entomologia, USNM, Mayo 18 de 1992, de manera que permita clasificar todos los especimenes de acuerdo al nivel de curatoría y a las características propias de cada colección. Sin embargo, cuando un grupo biológico como el de Escleractinios del Caribe colombiano es tan reducido y se ha implementado recientemente su base de datos, la categorización se dará siempre en niveles altos, optima curatoría, ya que este grupo no demanda tantos ejemplares como si es el de artrópodos (21). También, se debe a que la colección de corales tiene personas expertas en taxonomía de este grupo, y periódicamente están alimentando la colección.


  En general, los indicadores de biodiversidad utilizados para evaluar y establecer los patrones de información, ausencia- presencia de taxones e información documentada contenida en la base de datos de Escleractinios -MUJ, facilitará las decisiones de manejo, los esfuerzos de colecta, la inversión económica, y los recursos humanos necesarios para que el museo defina sus prioridades y logre metas concretas (6). Es de anotar, que la toma de decisiones, entre ellas, las relacionadas con la asignación de presupuesto, metas, autoevaluación y conservación para los museos depende de los elementos de juicio que parcialmente aportan herramientas concernientes con biodiversidad (28).


  Para ello, los indicadores deben utilizarse de manera conjunta, ya que esto permitirá conclusiones más robustas acerca del estado general de las colecciones y de la biodiversidad que posee (6).


  Por último, los indicadores mencionados son un camino para obtener información sobre la situación y estado de la biodiversidad en un país, ya que evidencian que hay frente a lo reportado, donde está, y tendencias espacio temporales de distribución de organismos (19). Así mismo, los indicadores de biodiversidad son herramientas de diagnóstico de las colecciones, al fundamentarse en los datos recopilados de inventarios taxonómicos. La ventaja de la aplicación de estos indicadores es que permiten abordar las colecciones desde diferentes perspectivas; cantidad, calidad de información, representatividad taxonómica y en consecuencia, tomar decisiones adecuadas para avanzar en la elaboración del inventario nacional de biodiversidad (4). Este hecho es soportado inicialmente con la prueba piloto de los indicadores aplicados a familias de las colecciones del IAvH: Scelionidae, Platygastridae, Proctotrupideae, Chalcididae, Pimplinae, Chrysidoidea, colección de Mariposas Schmidt- Mumm, Cerambycidae y Curculionidae, ya que los resultados sustentaron la propuesta metodológica y conceptual de los indicadores de conocimiento (17).


  Se concluye que los indicadores de biodiversidad basados en la información de las colecciones biológicas, deben aplicarse cuando existan objetivos claros, basados en las necesidades y prioridades institucionales y dependiendo de la cantidad y calidad de la información existente, siempre dentro del marco de referencia que es la biodiversidad. La veracidad de los indicadores de conocimiento sobre biodiversidad, como lo afirma Hernández (30) se refleja, dados los resultados del trabajo, en el interés de dar a conocer la información de las colecciones biológicas para cualquier usuario que desee obtener información sobre los atributos de organismos registrados, en el inventario taxonómico, en sus patrones de distribución espacial y temporal; en las regiones de colecta y época, así como en la facilitación de apoyo entre las colecciones biológicas teniendo en cuenta su complementariedad con otras y en la divulgación del conocimiento adquirido y compilado (30).


  Es preciso anotar, que la colección de corales del MUJ, en términos generales presentó valores altos para la mayoría de los indicadores, debido a que la colecta de ejemplares se realizó teniendo en cuenta la recopilación de información de manera homogénea para todos los especimenes, y se tuvo sumo cuidado con la elaboración de las bases de datos, criterios y estándares antes mencionados; no obstante, es necesario aplicar conjuntamente con los indicadores de conocimiento los índices de salud propuestos para las prioridades sugeridas por Mcginley (21), de manera tal que en un futuro el material colectado no referenciado, no se pierda en el tiempo ni espacio, sino que pueda clasificarse de acuerdo a su nivel de estado (15), y de esta manera la inversión económica y humana por parte del museo permita asegurar el patrimonio biológico de la nación (23).
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  Resumen


  La homeostasis y las variaciones fisiológicas horarias en el metabolismo del hierro se constituyen en verdaderos desafíos para los expertos, quienes intentan diseñar pruebas altamente sensibles y específicas que cuantifiquen los niveles circulantes y de depósito de este elemento, su repercusión en la eritropoyesis, cuantificación de las proteínas, transportadores y receptores involucrados en el proceso, a fin de descartar la presencia de estados carenciales. Las deficiencias de hierro pasan por tres fases; las dos primeras son las más difíciles de identificar porque son subclínicas, más aún, cuando pueden cursar simultáneamente con enfermedades crónicas inflamatorias, infecciosas y neoplásicas que de por sí son anemizantes. En este trabajo se revisarán las principales pruebas de laboratorio utilizadas para la identificación de deficiencias de hierro, sensibilidad, especificidad, ventajas y limitaciones para su uso.


  Palabras claves: anemia, enfermedades crónicas, deficiencia de hierro, diagnóstico, índice receptor transferrina-ferritina.


  Abstract


  Diagnostic strategies for detecting subclinical iron deficiencies and associated to chronic diseases: Due to the homeostasis and the hourly physiological variations in iron’s metabolism, quantifying, both circulating and stored iron, has become a challenge for the experts that try to design highly sensitive and specific tests to quantify not only the levels of circulating and stored iron, but also its effects in erithropoiesis, and the proteins, transporters and receptors involved in the process in order to discard its deficiency. Iron deficiencies go through three stages; the first two are the most difficult to identify because they are sub-clinical and because they can appear simultaneously with chronic diseases inflammatory infectious, neoplacics which cause anemia. In this paper, the principal laboratory tests used to identify iron deficiencies will be reviewed, referring to their sensibility, specificity, advantages and their used limitations.


  KeyWords: anemia, chronic disease, diagnosis, iron deficiency, transferrin receptor-ferritin index.


  Introducción


  El hierro es uno de los nutrientes cuya deficiencia se considera un problema de salud pública. Se calcula que más de 3 500 millones de seres humanos padecen de deficiencias de hierro (DH), tanto en forma subclínica como en forma de anemia ferropénica (AF). En países en vía de desarrollo el 56% de las embarazadas, 53% de los escolares y 42% de los preescolares son anémicos. En Colombia, la prevalencia de AF es de 46% y 47% en embarazadas y escolares respectivamente (1). No tenemos registros de DH subclínicas en nuestro país salvo un estudio realizado en escolares y adolescentes en Medellín (2).


  Considerando las etapas de crecimiento rápido, desarrollo psicomotor, embarazo y valoración integral del anciano es de gran importancia la detección temprana de las DH a fin de instaurar el tratamiento oportuno. Igualmente, es necesario identificar las DH que aún no se manifiestan clínicamente y que pueden padecer algunos adultos catalogados como sanos, de acuerdo a sus parámetros hematológicos primarios y secundarios, quienes pudieran ser erróneamente aceptados como donantes de sangre.


  Este trabajo describe las pruebas de laboratorio más utilizadas para este fin, con sus ventajas y limitaciones. Además, intenta ilustrar otras técnicas relativamente novedosas en nuestro medio que se perfilan como herramientas útiles en la identificación de DH.


  Deficiencia de hierro

  La deficiencia de hierro es conocida como la carencia nutricional más común del mundo ya que es responsable del 50% de las anemias (3). De esta problemática no escapan los países desarrollados pues a pesar de que en las últimas décadas han logrado disminuir la prevalencia de la anemia, la de DH subclínicas ha permanecido substancialmente (4).


  Debe existir un balance entre la ingesta, absorción y las pérdidas de hierro, de lo contrario se puede generar DH. La absorción es regulada inversamente por el tamaño de los depósitos de hierro y directamente por la tasa de eritropoyesis. Estos depósitos corporales promedio en un adulto varían de 1 a 3 gramos. El balance, en cuanto a la absorción, se puede romper si no se suplen en forma adecuada las demandas de hierro. éstas aumentan durante el embarazo, lactancia, niñez y adolescencia. La malnutrición y el parasitismo hematófago contribuyen igualmente a la ruptura de ese balance, generando DH.


  En cuanto a las pérdidas, no existe un mecanismo fisiológico que las regule. Se calcula que se elimina por recambio celular en piel, mucosas y tracto gastrointestinal principalmente, cerca de 1 mg/día (5) y por menstruación 2 mg/día (6). Estas pérdidas pueden aumentar en casos de hemorragias y anormalidades gastrointestinales como pólipos en colon, carcinoma de colon y cáncer gástrico. Esta última sigue siendo la primera causa de muerte por cáncer en Colombia.


  El disbalance generado, bien sea por disminución en la ingesta, en la absorción o por aumento en la pérdida de este nutriente, genera paulatinamente estados carenciales de hierro los cuales cursan en tres etapas. La deficiencia de hierro fase I (DH I) está indicando depleción de los depósitos de hierro; en la fase II (DH II) la deficiencia ha afectado la eritropoyesis; y en la fase III o anemia ferropénica se ve comprometida la síntesis de hemoglobina.


  Anemia de enfermedades crónicas


  La anemia de enfermedades crónicas (AEC) es la segunda causa de anemia a nivel mundial. Las AEC comprenden un conjunto de patologías que activan el sistema inmune tales como las infecciones, inflamaciones, tumores y neoplasias. Tienen en común el hecho de generar citoquinas proinflamatorias y algunas antiinflamatorias (IL-10) que inducen disturbios en la homeostasis del hierro, dirigen a las células del sistema reticuloendotelial a tomar hierro de la circulación y almacenarlo limitando la disponibilidad de éste para ser utilizado en la eritropoyesis, alteran la vida media de los eritrocitos e inhiben la producción de eritropoyetina (7-9).


  En condiciones inflamatorias algunas citoquinas liberadas como la Interleucina 6, Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), estimulan la síntesis de ferritina (10) y su consecuente depósito de hierro por parte de macrófagos y hepatocitos. Estas citoquinas y los lipopolisacáridos aumentan la expresión del transportador Divalente de Metal 1 (DTM1), a la vez que disminuyen la expresión de Ferroportin. DTM1 es un transportador transmembranal del hierro ferroso que estimula la captación de hierro libre y lo introduce a los macrófagos. El ferroportin es una proteína transmembrana que exporta hierro desde los enterocitos duodenales después de que el metal ha sido oxidado por la enzima ferroxidasa.


  Por su parte, la IL-6 y los lipopolisacáridos inducen la producción de Hepcidin. Este hepcidin producido en los hepatocitos es un péptido antimicrobiano y antimicótico que incrementa su expresión como proteína reactante de fase aguda en respuesta a procesos inflamatorios e infecciosos (11). Inhibe la absorción de hierro en el intestino y no deja liberarlo por el sistema mononuclear fagocítico, disminuyendo la disponibilidad de hierro. Este efecto puede ser un mecanismo de defensa del huésped contra la invasión de microorganismos (12). En general, todas las citoquinas proinflamatorias ejercen un efecto negativo sobre la diferenciación de los precursores eritroides, sobre la producción de eritropoyetina y contribuyen al defecto de la utilización del hierro.


  Por lo anterior, se entiende que las AEC son un grupo de desórdenes clínicos crónicos que se manifiestan con hipoferremia e hiperferritinemia (Figura1), complicando la identificación de pacientes con AEC que cursan simultáneamente con DH.


  Ferritina

  Los depósitos de hierro se almacenan intracelularmente como ferritina y hemosiderina, fundamentalmente en el sistema reticuloendotelial del bazo, hígado y médula ósea. Cada molécula de ferritina contiene alrededor de 2500 átomos de hierro aunque puede contener hasta 4500 átomos, en forma de cristales de hidróxido fosfato férrico. La hemosiderina está químicamente emparentada con la ferritina, de la que difiere únicamente por su insolubilidad en agua. Aunque ambas proteínas son inmunológicamente idénticas, la hemosiderina contiene un 30% más de hierro.
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  Figura 1. Mecanismos inmunológicos inductores de anemia durante las enfermedades crónicas. DTM1, Transportador divalente de metales 1; EPO, Eritropoyetina; TNFá, Factor de necrosis tumoral alfa; +, Estimulación; -, Inhibición.


  La molécula de apoferritina es un heteropolímero de 24 subunidades de 2 tipos diferentes: L y H, con un peso molecular de 20 kDa cada una, formadas por 4 cadenas helicoidales. Dependiendo del contenido de subunidades que conforman la molécula, se establece la existencia de gran variedad de isoferritinas, las que se dividen en 2 grandes grupos: isoferritinas ácidas (ricas en cadenas H) localizadas en el corazón, los glóbulos rojos, los linfocitos y los monocitos; y las isoferritinas básicas (ricas en cadenas L) predominantes en el hígado, el bazo, la placenta y los granulocitos. Conjuntamente las cadenas H y L cooperan en la captación del hierro, mientras las subunidades H poseen una mayor velocidad de captación y promueven la oxidación del hierro, las L promueven la formación de un núcleo de hierro dentro de la molécula.


  La función primordial de la ferritina es asegurar el almacenamiento intracelular de hierro para su posterior utilización en la síntesis de las proteínas y enzimas. Sus niveles séricos han sido considerados como la mejor prueba para el diagnóstico de DH ya que su concentración es proporcional a los depósitos de hierro total (13). Sin embargo, diversas situaciones como la presencia de enfermedades crónicas, infecciosas, inflamatorias o neoplásicas alteran sus niveles por ser un reactante de fase aguda, como ya se mencionó anteriormente, complicando su utilización e interpretación en DH que cursen simultáneamente con esas patologías.


  Por otra parte, el punto de corte de la Ferritina sérica como indicador de DH es muy controvertido. Dicho punto se estableció en 15 ng/mL (ELISA) sin distinción de géneros (13,14) con el inconveniente de brindar una sensibilidad menor del 25% para identificar DH y 73% para identificar sujetos con AF(15), la especificidad es alta (98%) utilizando el punto de corte convencional. Esta prueba ha sido utilizada simultáneamente con la concentración de Hb, como tamizaje para identificar DH en poblaciones extensas (16). Sin embargo, la gran mayoría de estudios han encontrado puntos de corte muy superiores confirmados con tinción de médula ósea (15,17,18). Si se aumenta el punto de corte a 30-35 ng/mL, la sensibilidad puede aumentar a 92-94% con un valor predictivo positivo del 92% (18,15). En ancianos, el nivel sérico de ferritina aumenta con la edad (19,20) y el punto corte óptimo sugerido es de 50-60 ng/mL (21-23). Igualmente, el punto de corte hallado para identificar estados que cursen simultáneamente con DH y AEC es de 153 ng/mL y para DH con malignidad no hematológica de 257 ng/mL (18). Las pruebas para determinar los niveles de ferritina sérica incluyen radioinmunoensayos, ensayos inmunofluorométricos, imnumoenzimáticos y nefelométricos. Fue hasta 1991 que se estableció y estandarizó la calibración óptima de la prueba (24).


  Ha sido un gran reto transportar y conservar las muestras tomadas de lugares rurales y apartados, sin que se alteren los niveles de ferritina sérica. Por eso, Flowers intentó determinarla en sangre total a partir de una gota de sangre capilar recolectada en papel de filtro. Comprobó la ineficacia del método al observar que es tres veces mayor la concentración de ferritina en sangre total que en suero por la contribución de le ferritina eritrocitaria (25). Sin embargo, el método para determinar la ferritina a partir de suero obtenido de sangre venosa y capilar recolectada en papel de filtro ya ha sido validado en ciudad de Guatemala (26) y Sri Lanka (27). Este método tiene la ventaja de obtener la muestra de una forma mínimamente invasiva, siendo ideal para niños. La forma de recolección permite almacenar las muestras a temperatura ambiente sin que se alteren durante cuatro semanas siempre y cuando sean guardadas en bolsas plásticas herméticas con desecante (28). Más aún, en las muestras que se conservan a 4ºC durante un año, no se ha demostrado pérdida o deterioro de la actividad proteica (29). Por lo tanto, es un método confiable, económico, que se puede utilizar como tamizaje en aquellas regiones rurales con alta incidencia de DH.


  Receptor de transferrina


  El hierro juega un papel vital en la maduración, crecimiento y división celular. El transporte extracelular y el depósito dinámico de hierro en el cuerpo son logrados por su enlace a una proteína transportadora específica, la Transferrina. Virtualmente todas las células de mamíferos (30-36) excepto los eritrocitos maduros tienen un receptor que media en el flujo de hierrotransferrina desde el depósito extracelular hacia las células del cuerpo, el Receptor de Transferrina (TfR)). La cantidad de TfR refleja el potencial de proliferación celular (37). Pacientes con anemia aplástica o ablación de médula ósea tienen 40% de los niveles de TfR normal, por lo que se deduce que los precursores eritroides contribuyen con el 60% de TfR plasmático. Es así, como la principal fuente de TfR son las células eritropoyéticas de la médula ósea y los reticulocitos circulantes que pierden sus receptores al perder el núcleo durante su maduración.


  Existe otra forma de receptor, el TfR2, el cual es una proteína transmembrana que posee un 66% de homología con el TfR. Se encuentra casi exclusivamente en el hígado, es capaz de unir la transferrina y transportar hierro. Su función en el metabolismo férrico es poco conocida, aún cuando se ha postulado su importancia en la captación de hierro vía transferrina por el hepatocito, ya que es en este órgano donde su expresión es mucho mayor que la del TfR. El genoma para TfR y transferrina (Tf) se localiza en el cromosoma 3. El TfR es una glicoproteína transmembranal, unida por enlaces disulfuro entre dos dímeros idénticos con peso molecular de 85 KDa y 760 a.a. Cada cadena polipeptídica se encuentra glicosilada y rica en ácido palmítico al interior de la membrana y con un sitio fosforilado en su porción intracelular. Un enlace arginina-leucina, aminoácidos 100 y 101, en el extremo distal del segundo enlace disulfuro es susceptible a la proteolisis lo que produce una proteína transmembranal de sólo 11KDa más una proteína corta de 660 aminoácidos, el receptor soluble de transferrina (sTfR), circulante en el plasma (38). Existe conflicto acerca de la naturaleza de la proteasa encargada del proceso. Igualmente se desconoce la vida media en la circulación del sTfR. Una vez sTfR está en circulación se enlaza con Tf formando el complejo sTfR-Tf (38). La forma predominante de sTfR es la dimérica enlazada en su mayoría a la Tf diférrica y en menor proporción a la Tf monoférrica (39) siendo nula su afinidad de enlace a la apo-Tf. Los niveles de sTfR nos permiten conocer la cantidad de TfR total ya que sTfR es producto de la proteolisis del TfR celular y guardan una relación directa entre sí (40,41).


  El mecanismo de ingreso del hierro por medio del TfR involucra una alta afinidad del receptor por la transferrina diférrica. El complejo TfR.transferrina es internalizado e integrado a los endosomas y posteriormente el hierro es liberado por un cambio en el pH del endosoma al citosol con el complejo TfR. apoferritina, el cual retorna a la superficie celular (Figura 2). En la superficie, la apotransferrina se disocia para ser reemplazada por una transferrina diférrica, repitiéndose el ciclo.


  El TfR controla la entrada de hierro a la célula (42). Los dos factores que modulan la cantidad de receptor celular y por consiguiente la cantidad de receptor circulante son: el estado del hierro tisular y la actividad eritropoyética. Puesto que, la concentración circulante de sTfR es proporcional a la concentración celular total de TfR, los niveles de sTfR se utilizan para monitorear la tasa de eritropoyesis proveyendo una medida cuantitativa del estado funcional del hierro. La elevación de sTfR en la deficiencia de hierro (DH) (43), es debido a que las células eritroides deben ser más competitivas para obtener los requerimientos mínimos de hierro.


  El principal valor de TfR radica en la posibilidad de realizar un diagnóstico diferencial entre anemias microcíticas. Los valores de sTfR se encontrarán elevados en caso de ferropenia (44) reflejando el grado de deficiencia de hierro en los precursores eritroides de la médula. En un estudio realizado por Skikne y cols. en el que se sometió a flebotomía seriada a hombres sanos, se observó que la ferritina sérica decrece cuando los depósitos de hierro disminuyen (DH I) y los sTfR aumentan siempre y cuando la deficiencia sea suficiente para interferir con la eritropoyesis (DH II) sin que aún aumenten marcadores tisulares de hierro como saturación de transferrina, volumen corpuscular medio y protoporfirina eritrocitaria (45), lo que hace que sTfR se convierta en una prueba invaluable para distinguir entre deficiencias de hierro tipo I de las tipo II tal como ocurre en casos durante la niñez, adolescencia y embarazo donde los depósitos de hierro pueden estar disminuidos sin que la eritropoyesis esté aún comprometida.


  Una de las principales dificultades en el laboratorio es la distinción entre anemias microcíticas por deficiencias de hierro de las anemias por enfermedades crónicas (AEC), especialmente cuando ambos desórdenes están presentes simultáneamente ya que por ser un reactante de fase aguda, la ferritina sérica estará aumentada.
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  Figura 2. Proceso de almacenamiento de hierro en forma de Ferritina. 1. Unión del hierro a la apotransferrina para formar transferrina diférrica. 2. Unión de la transferrina diférrica plasmática a los receptores de transferrina localizados en la superficie celular. 3. Invaginación de la membrana celular con los complejos receptor de transferrina- transferrina en su interior. 4. Fusión de la membrana celular formando una endovesícula ácida. 5. Fusión del endosoma con la vesícula ácida. 6. Liberación del hierro y aumento de la afinidad de la apotransferrina por su receptor. 7. Transporte del endosoma con los complejos receptor-apotransferrina a la superficie celular. 8. Liberación de la apotransferrina del receptor en un ambiente con pH neutro.


  A pesar de que estudios in vitro han sugerido que las citoquinas inflamatorias reducen la expresión celular del TfR, in vivo los sTfR tienen la ventaja de diferenciar entre una situación y la otra (46,17) al no alterarse en situaciones de infección o inflamación aguda o crónica y de su escasa variabilidad biológica diaria, inferior a la ferritina, hierro sérico e índice de saturación de transferrina.


  Los sTfR son útiles para predecir la respuesta que se obtendrá en pacientes con anemia por Insuficiencia renal crónica si se les administra eritropoyetina (EPO). Si los niveles de sTfR son bajos y la ferritina está en el límite superior normal o alta, estaría indicando baja actividad eritroide con adecuado almacenamiento de hierro, lo que sugiere que es ventajoso iniciar un tratamiento con EPO. En cambio si sTfR son bajos y la ferritina está en el límite inferior normal o baja, indicaría que hay de base una deficiencia en los depósitos de hierro por lo tanto el manejo de elección sería la administración de hierro más no la de EPO. Sin embargo, sTfR no es un buen indicador del éxito del tratamiento con EPO pues aumentaría tanto en la supresión de la eritropoyesis por deficiencia de hierro como en la eritropoyesis aumentada. Podría ser un buen predictor en estos casos si los niveles de sTfR aumentan más del 20% a las dos semanas del inicio del tratamiento con EPO, con relación a los niveles de sTfR antes de comenzar el mismo.


  Aun cuando el foco de interés de sTfR radica en la detección de deficiencias de hierro, otras condiciones alteran sus niveles. En general, desórdenes con eritropoyesis reducida como la anemia aplástica o ablación de médula ósea disminuyen los niveles de sTfR (44,47), al igual que los desórdenes que cursan con sobrecarga de hierro (48) como la hemocromatosis. Los desórdenes con eritropoyesis aumentada tales como las anemias hemolíticas (44,47) y betatalasemia (49), aumentan los sTfR, al igual que las eritropoyesis inefectivas como el síndrome mielodisplásico y anemia megaloblástica (50).


  Uno de los grandes problemas para detectar sTfR es la ausencia de estandarización internacional de los inmunoensayos utilizados para cuantificar los sTfR. Kohgo y cols. fueron los primeros en desarrollar la técnica por radioinmunoensayo para determinar los niveles séricos de sTfR (43). Sin embargo, algunas técnicas utilizan TfR purificados y aislados de suero como calibradores (48), otras utilizan complejos TfRTf aislados de TfR placentario (44) (47). Este último sistema de calibración simula de manera más cercana la forma en que in vivo circula TfR, el cual ordinariamente circula unido a la transferrina y en forma muy escasa en estado libre. La situación se complica al considerar que los depósitos de hierro alteran los resultados de estas pruebas (39). En general, la sensibilidad y especificidad de esta prueba para identificar DH II es del 97% y 88% respectivamente.


  Se están haciendo esfuerzos para introducir una forma novedosa de cuantificar los niveles de sTfR fuera del laboratorio a partir de una gota recolectada en papel filtro (25,51). Aun cuando los costos disminuyen, la sensibilidad de esta técnica es discutible (52).


  índice receptor soluble de transferrina-ferritina

  En vista de que las pruebas diagnósticas de rutina (Volumen Corpuscular Medio, Velocidad de Sedimentación Globular, Porcentaje de Reticulocitos circulantes, Hierro sérico, Transferrina sérica, Saturación de transferrina, Protoporfirina eritrocitaria), son poco sensibles para la identificación de DH subclínicas (45), DH que cursan con enfermedades crónicas o infecciosas, o DH en los ancianos (53), la Ferritina y los sTfR ocupan un lugar privilegiado.


  Sin embargo, sTfR disminuye no solamente al suprimirse la eritropoyesis sino también en sobrecarga de hierro (54,48) convirtiéndose en una variable de confusión. Igualmente ocurre con la ferritina, la cual disminuye en DH pero si un sujeto cursa con DH y enfermedad crónica, inflamación o disfunción hepatocelular, aumentará a pesar de la DH.


  Estas variables de confusión limitan la sensibilidad y especificidad de estas pruebas. Por esto, Skikne intentó relacionar la potencialidad de la ferritina para reflejar el estado de depósito de hierro con la de sTfR el cual refleja la actividad eritropoyética por medio de la razón sTfR-Ferritina obtenida al dividir sTfR en la ferritina sérica (sTfR/Ferritina) (45). Con esta relación se aumentó de una forma poco significativa la sensibilidad y especificidad para el diagnóstico de DH.


  Posteriormente, Punnonen introdujo el índice sTfRF como una combinación obtenida de la relación sTfR/ log Ferritina (17). Comprobó que este índice es altamente sensible y específico en la identificación de DH que cursan simultáneamente con anemias por enfermedades crónicas, infecciones y condiciones inflamatorias. Lo mismo se comprobó con ancianos (53) en quienes más del 50% de los que padecen DH presentan niveles de ferritina sérica aumentada o dentro de los límites normales. En estos sujetos, la ferritina sérica y las pruebas diagnósticas de rutina identifican DH con una sensibilidad del 16% mientras que el índice sTfR-F lo hace con una sensibilidad del 88%. Así mismo, Lee encontró que en adultos no ancianos, el índice sTfR.F identifica la DH de la anemia por enfermedades crónicas, inflamatorias e infecciosas, con una sensibilidad del 100% y especificidad del 98% frente al 97% y 88% respectivamente brindado por sTfR. Para que la ferritina logre una sensibilidad del 94%, en estos casos, se debería aumentar en más de 12 veces el punto de corte sugerido por los correspondientes insertos, es decir, aumentarlo a 153 ng/mL (18).


  En cuanto a la identificación de DH en malignidad no hematológica, el índice sTfR-F sigue siendo la prueba más sensible, obviando que la prueba .gold standard es la biopsia de médula ósea. En estos casos, el índice tiene una sensibilidad y especificidad del 77%, reflejando esto que la patogénesis de la anemia causada por cáncer no es clara. En esta patología, se puede disminuir la vida media de los eritrocitos y simultáneamente existir una falla compensatoria a nivel de la médula ósea causada por el aumento de citoquinas (48), disminuir la expresión celular de sTfR y suprimir la movilización del hierro.


  Los primeros estudios realizados para establecer la utilidad del índice sTfR-F en el diagnóstico de DH subclínicas y establecer los rangos para dicho parámetro fue Suominen (56). Determinando sTfR por ELISA y la ferritina sérica por inmunofluorometría, encontró que un índice menor de 1.8 descarta la presencia de DH; entre 1.8 y 2.2 indica DH estado I (agotamiento de los depósitos de hierro); mayor de 2.2 es indicativo de DH estado II (eritropoyesis afectada por la DH).


  El índice sTfR-F es de gran utilidad para identificar DH en casos en que la ferritina sérica y sTfR estén dentro de valores limítrofes de normalidad, en enfermedades crónicas, infecciosas e inflamatorias y en ancianos. En general, este índice nace ante la evidente necesidad clínica de detectar DH por métodos altamente sensibles, que no sean invasivos, dolorosos y costosos como la biopsia de médula ósea con tinción de azul de Prusia, la cual es considerada el “gold standard” para la identificación de este tipo de alteraciones.


  Biopsia de médula ósea con tinción de Azul de Prusia


  En esta prueba, las muestras se extraen generalmente del esternón o la cresta iliaca. La tinción pone de manifiesto la presencia de hemosiderina en el citoplasma de cualquier tipo de célula, la cual aparece bajo la forma de gránulos de intenso color azul. La determinación del hierro medular tiene gran interés en el diagnóstico precoz de la ferropenia. Normalmente un 10 a 40% de eritroblastos son sideroblastos. Si se observa menos del 10% de eritroblastos teñidos, se considera suficiente evidencia de DH; si se observa menos del 5% se confirma la presencia de AF (57).


  Esta prueba es confirmatoria para identificar anemias por DH y por ende, para diferenciarlas de otras anemias. Su inconveniente radica en los altos costos, en el hecho de ser invasiva, dolorosa y de difícil ejecución.


  Conclusiones


  Se puede afirmar que el 92% de los sujetos aparentemente sanos con niveles de ferritina sérica <30 ng/mL padecen de DH. En los sujetos que padecen anemia de enfermedades crónicas, inflamatorias e infecciosas, niveles de ferritina <150 ng/mL están indicando presencia de DH, con una sensibilidad del 92%. El Indice sTfR-F aún cuando identifica las DH con una sensibilidad del 100%, puede tener su máxima utilidad en casos en que los niveles de ferritina y sTfR sean limítrofes, en la discriminación entre DH I y DH II, y en la confirmación de casos de DH que cursen simultáneamente con AEC. En los ancianos que estén siendo estudiados por anemia, es necesario recordar que la sensibilidad del Indice sTfR-F es del 88% para identificar DH, por lo que en estos pacientes se debe confirmar la carencia de hierro por aspirado se médula ósea con tinción de Azul de Prusia si el índice es <1.8 (Figura 3).


  Se desconocen aún, todos los procesos implicados en la anemia por malignidad no hematológica, lo que explica que el Indice sTfR-F no tenga un beneficio adicional al que brindaría la ferritina para la identificación de DH. Si la ferritina es <260 ng/mL está indicando, con una sensibilidad del 77%, la presencia de DH.
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  Figura 3. Estrategias diagnósticas que permiten diferenciar entre Deficiencias de hierro, Anemia de enfermedades crónicas y Anemias de enfermedades crónicas que cursan simultáneamente con Deficiencias de hierro. DH I, Deficiencia de hierro fase I; DH II, Deficiencia de hierro fase II; sTfR, Receptor soluble de transferrina; índice sTfR-F, Receptor soluble de transferrina/log. Ferritina; AEC, Anemia de enfermedades crónicas; MNH, Malignidad no hematológica.
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  Resumen


  El crecimiento de la población a nivel mundial ha incrementado los niveles de contaminación. Esta contaminación está relacionada con el vertido de agua de desecho de origen doméstico e industrial a los cuerpos de agua. En el caso de los residuos de origen doméstico, la carga contaminante está representada por altos porcentajes de materia orgánica y microorganismos de origen fecal. El control de la calidad microbiológica del agua de consumo y de desecho, requiere de análisis dirigidos a determinar la presencia de microorganismos patógenos; los agentes involucrados en la transmisión hídrica son las bacterias, virus y protozoos, que pueden causar enfermedades con diferentes niveles de gravedad, desde gastroenteritis simple hasta casos fatales de diarrea, disentería, hepatitis o fiebre tifoidea. El diagnóstico de estos microorganismos, requiere laboratorios especializados y representa varios días de análisis y costos elevados. Como alternativa a estos inconvenientes, se ha propuesto el uso de indicadores microbianos que se puedan identificar mediante el uso de métodos sencillos, rápidos y económicos.


  El diagnóstico y posterior recuperación de las fuentes de agua naturales contaminadas, debe hacerse además, teniendo en cuenta las implicaciones que en términos ecológicos y sanitarios representa la degradación del recurso. En este sentido, las microalgas perifiticas se constituyen como buenos indicadores del estado trófico de los ecosistemas y responden a los disturbios ocurridos modificando su estructura en cuanto a composición y abundancia se refiere. Este trabajo hace una revisión de los principales bioindicadores de contaminación y su significado en la evaluación de la calidad del agua.


  Palabras clave: bioindicadores, ecosistemas acuáticos, contaminación, calidad de aguas.


  Abstract


  Microbiological indicators of contamination of the water sources. The growth of the population on a global scale has increased the levels of contamination. This contamination is related to the spilt one of water of waste of domestic and industrial origin to the water bodies. In case of the residues of domestic origin, the load pollutant is represented by high percentages of organic matter and microorganisms of fecal origin. The control of the microbiological quality of the water of consumption and of waste, needs from analysis directed to determining the presence of pathogenic microorganisms, the agents involved in the water transmission are the bacteria, virus and protozoan, they can cause illnesses at different levels of gravity, from a simple gastroenteritis up to fatal cases of diarrhoea, dysentery, hepatitis or fever typhoid. The diagnosis of these microorganisms, it needs specializing laboratories and represents several days of analysis and high costs. As alternative to these disadvantages, the use of microbial indicators has been proposed that could identify by means of the use of simple, rapid and economic methods.


  The diagnosis and later recovery of the natural sources of water contaminated, it must do also, bearing in mind the implications that in terms of ecological and sanitary the degradation of the resource represents. In this sense, the perifitic microalga is constituted as good indicators of the state trophic of the ecosystems and answers to the disturbances happened modifying his structure as for composition and plenty refers. This work does a review of the principal bioindicators of contamination and his meaning in the evaluation of the quality of the water.


  Key words: bioindicators, aquatic ecosystems, contamination, water quality.


  Introducción


  El agua, además de ser una sustancia imprescindible para la vida, por sus múltiples propiedades, es ampliamente utilizada en actividades diarias tales como la agricultura (70% al 80%), la industria (20%), el uso doméstico (6%), entre otras, convirtiéndose en uno de los recursos más apreciados en el planeta. De ahí la importancia de conservar y mantener la calidad de las fuentes naturales, de manera que se garantice su sostenibilidad y aprovechamiento para las futuras generaciones (1).


  La eutrofización es un proceso natural en los ecosistemas acuáticos, producido por el enriquecimiento del cuerpo de agua con nutrientes (2), durante los últimos 200 años el hombre ha acelerado estos procesos de eutrofización modificando tanto la calidad de las aguas, como la estructura de las comunidades biológicas debido al aumento en la carga orgánica e inorgánica de los cuerpos de agua (3). La eutrofización reduce considerablemente los usos potenciales que tienen los recursos hídricos puesto que induce a la mortalidad de especies animales, la descomposición del agua y el crecimiento de microorganismos (bacterias) (2). Además, en muchas ocasiones los microorganismos se convierten en un riesgo para la salud humana, como es el caso de los agentes patógenos transmitidos por el agua, que constituyen un problema de salud mundial (4).


  La contaminación fecal de las aguas superficiales que sirven como fuente de abastecimiento es uno de los problemas más preocupantes en los países en vías de desarrollo, esta contaminación se debe al vertimiento de los desagües sin ningún tratamiento, hecho que es usual en las grandes ciudades. En las zonas rurales la contaminación se origina en la defecación a campo abierto y a la presencia de animales domésticos y silvestres que actúan como reservorios de agentes patógenos.


  El agua apta para consumo humano puede contaminarse cuando entra al sistema de distribución, a través de conexiones cruzadas, rotura de las tuberías del sistema de distribución, conexiones domiciliarias, cisternas y reservorios defectuosos, grifos dañados y durante el tendido de nuevas tuberías o reparaciones realizadas sin las mínimas medidas de seguridad (4, 5, 6). De igual manera, la construcción defectuosa en las estructuras de pozos o depósitos y ausencia o irregular mantenimiento de estas instalaciones son causas que predisponen el ingreso y multiplicación de microorganismos a partir de distintas fuentes. Además, existen otros factores que permiten el desarrollo de microorganismos en el agua dentro de los sistemas de distribución y almacenamiento como: cantidad y tipo de nutrientes, oxígeno, temperatura, pH, concentración de desinfectante y material de las tuberías (7).


  Los agentes patógenos implicados en la transmisión hídrica de enfermedades son las bacterias, virus, protozoos, helmintos y cianobacterias. Estos microorganismos pueden causar enfermedades con diferentes niveles de gravedad, desde una gastroenteritis simple hasta cuadros graves de diarrea, disentería, hepatitis o fiebre tifoidea. La transmisión hídrica es solo una de las vías, pues estos agentes patógenos también pueden ser transmitidos a través de alimentos, de persona a persona debido a malos hábitos higiénicos, de animales al hombre, entre otras rutas (8).


  Es importante destacar que cada vez es más frecuente que las enfermedades de origen hídrico, estén relacionadas con la presencia de microorganismos emergentes y reemergentes. Las enfermedades emergentes son aquellas cuya incidencia en los seres humanos ha aumentado en las dos últimas décadas; dengue, cólera. Las enfermedades reemergentes son las que reaparecen después de una disminución significativa en su incidencia; malaria, tuberculosis, peste (9, 10). El aumento de este tipo de microorganismos está relacionado con cambios drásticos en el ambiente y en la población aumentados por los procesos de urbanización, la expansión de la pobreza, la ocupación de regiones no habitadas anteriormente, las migraciones no controladas con gran número de refugiados y desplazados, la facilidad y rapidez en los desplazamientos y el movimiento creciente de animales y de productos de origen animal (11). A esto se suma que la resistencia a los agentes antimicrobianos continúa reduciendo la eficacia de los medicamentos incrementando los niveles de mortalidad y de costos sanitarios (12, 13). Este grupo de microorganismos no está limitado a ninguna región en el mundo ni se circunscribe a países en desarrollo o desarrollados; representa una amenaza general, que exige una respuesta coordinada de los servicios de salud de todos los países. Asimismo constituyen una carga financiera que obliga a gastos enormes para el control de brotes epidémicos y la atención médica y de salud pública (14).


  Determinar el tipo de microorganismos presentes en el agua y su concentración proporciona herramientas indispensables para conocer la calidad de la misma y para la toma de decisiones en relación al control de vertidos, tratamiento de aguas y conservación de ecosistemas, evitando así el riesgo de contaminación de las personas y el ambiente.


  No obstante, existe una gran dificultad para determinar la presencia de todos los microorganismos patógenos implicados en los procesos de contaminación ambiental. Dicha determinación implica costos elevados, tiempo, y laboratorios especializados. Frente a estas dificultades y a la necesidad de hacer una evaluación rápida y fiable de la presencia de patógenos en el agua, se ha planteado la necesidad de trabajar con determinados grupos indicadores (15).


  Los microorganismos indicadores son aquellos que tienen un comportamiento similar a los patógenos, concentración y reacción frente a factores ambientales, pero son más fáciles, rápidos y económicos de identificar. Una vez se ha demostrado la presencia de grupos indicadores, se puede inferir que los patógenos se encuentran presentes en la misma concentración y que su comportamiento frente a diferentes factores como pH, temperatura, presencia de nutrientes, tiempo de retención hidráulica o sistemas de desinfección es similar a la del indicador (15).


  Un microorganismo indicador de contaminación fecal debe reunir las siguientes características (16):


  - Ser un constituyente normal de la flora intestinal de individuos sanos.

  - Estar presente, de forma exclusiva, en las heces de animales homeotérmicos.

  - Estar presente cuando los microorganismos patógenos intestinales lo están.

  - Presentarse en número elevado, facilitando su aislamiento e identificación.

  - Debe ser incapaz de reproducirse fuera del intestino de los animales homeotérmicos.

  - Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de las bacterias patógenas, su resistencia a los factores ambientales debe ser igual o superior al de los patógenos de origen fecal.

  - Debe ser fácil de aislar y cuantificar.

  - No debe ser patógeno.


  La detección de cambios en los ecosistemas acuá- ticos específicamente a partir de las comunidades algales, en la actualidad es ampliamente utilizado y constituyen un mecanismo confiable (17) y de bajo costo debido a que no requiere de equipos muy sofisticados (18) para evaluar las alteraciones en los sistemas (17), puesto que los organismos reflejan los cambios que se han presentado en un recurso hídrico (18) a diferencia de los parámetros físico-químicos que solo muestran las situaciones puntuales del momento de la muestra (17).


  La presencia y abundancia de determinados grupos, como puede ser el caso de las microalgas perifiticas permite determinar el estado trófico de un cuerpo de agua, dilucidar las posibles causas a las que se atribuyen su estado actual, posteriores problemas y aproximarse al uso potencial del recurso.


  A continuación se describen algunos grupos recomendados como indicadores de la calidad del agua en un ecosistema acuático importantes para su valoración en términos sanitarios y ecosistémicos:


  Bacterias


  Las bacterias que se encuentran más frecuentemente en el agua son las bacterias entéricas que colonizan el tracto gastrointestinal del hombre y son eliminadas a través de la materia fecal. Cuando estos microganismos se introducen en el agua, las condiciones ambientales son muy diferentes y por lo tanto su capacidad de reproducirse y de sobrevivir son limitadas. Debido a que su detección y recuento a nivel de laboratorio son lentos y laboriosos, se ha usado el grupo de las bacterias coliformes como indicadores, ya que su detección es más rápida y sencilla (19, 20-22).


  El grupo de microorganismos coliformes es adecuado como indicador de contaminación bacteriana debido a que estos son contaminantes comunes del tracto gastrointestinal tanto del hombre como de los animales de sangre caliente, están presentes en el tracto gastrointestinal en grandes cantidades, permanecen por más tiempo en el agua que las bacterias patógenas y se comportan de igual manera que los patógenos en los sistemas de desinfección.


  Los microorganismos que conforman el grupo de los coliformes totales; Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Edwarsiella y Citrobacter, viven como saprófitos independientes o como bacterias intestinales; los coliformes fecales (Escherichia) son de origen intestinal (23). Todos pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no esporulantes, fermentadores de lactosa con producción de gas; constituyen aproximadamente el 10% de los microorganismos intestinales de los seres humanos y otros animales (8), las bacterias del tracto intestinal no suelen sobrevivir en el medio acuático, están sometidas a un estrés fisiológico y pierden gradualmente la capacidad de producir colonias en medios diferenciales y selectivos. Su velocidad de mortalidad depende de la temperatura del agua, los efectos de la luz solar, las poblaciones de otras bacterias presentes, y la composición química del agua. La presencia de coliformes en el agua indica la contaminación bacteriana reciente y constituye un indicador de degradación de los cuerpos de agua. (16)


  Los coliformes fecales se denominan termotolerantes por su capacidad de soportar temperaturas más elevadas. Esta denominación está ganando más adeptos actualmente, pues sería una forma más apropiada de definir este subgrupo que se diferencia de los coliformes totales por la característica de crecer a una temperatura superior. La capacidad de reproducción de los coliformes fecales fuera del intestino de los animales homeotérmicos es favorecida por la existencia de condiciones adecuadas de materia orgánica, pH, humedad, etc. (8)


  Estas bacterias son de interés clínico, ya que pueden ser capaces de generar infecciones oportunistas en el tracto respiratorio superior e inferior, además de bacteremia, infecciones de piel y tejidos blandos, enfermedad diarreica aguda y otras enfermedades severas en el ser humano (24).


  La presencia de coliformes totales debe interpretarse de acuerdo con el tipo de aguas: deben estar ausentes en 85% de las muestras de aguas potables tratadas. En caso de estar presentes, su número no puede ser superior a 2-3 coliformes. Esta contaminación a pesar de ser baja, no puede ocurrir en tres muestras recolectadas en días consecutivos. En aguas tratadas, los coliformes totales funcionan como un alerta de que ocurrió contaminación, sin identificar el origen. Indican que hubo fallas en el tratamiento, en la distribución o en las propias fuentes domiciliarias.


  Su presencia acciona los mecanismos de control de calidad y de procesamiento dentro de la planta de tratamiento de agua, e intensifica la vigilancia en la red de distribución (25).


  Los Estreptococos fecales, actualizados taxonómicamente como Enterococcus incluyen un número de especies que se encuentran en las heces de los humanos y animales de sangre caliente. Esto es muy importante, ya que la contaminación fecal causada por animales puede involucrar riesgos sanitarios, por lo que hay que tener en cuenta los microorganismos más abundantes y frecuentes en las heces de los animales, sobre todo en los de producción; vaca, cerdo, oveja, caballo, gallina y pato. En todos ellos se encuentran coliformes y Estreptococos fecales, aunque son más abundantes los estreptococos fecales (16) (Tabla 1).


  Los Estreptococos fecales no se multiplican en el medio ambiente, o si esto ocurre es solamente en raras ocasiones, son más persistentes en ambientes acuáticos y en suelos contaminados que E. coli. Son importantes en situaciones donde se sabe que hay contaminación fecal y no se detectan coliformes, como ocurre cuando las descargas son intermitentes o más antiguas, de modo que mueren los coliformes fecales y E. coli, y permanecen los estreptococos (26).


  Las especies de Enterococcus que están presentes en las heces y que se encuentran en aguas contaminadas pueden ser divididas en dos grupos: en el primer grupo se encuentran Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium y Enterococcus durans, estos organismos están normalmente presentes en las heces de humanos y animales, el segundo grupo incluye Streptococcus bovis, Streptococcus equinus y Enterococcus avium, estos organismos no se encuentran comúnmente en las heces humanas. La identificación de la especie puede ser un mejor indicativo de la fuente de contaminación (27).


  Tabla 1. Densidad/gramo de coliformes y estreptococos fecales en las heces de animales y hombre


  [image: ]


  El uso de Enterococcus como un indicador de contaminación fecal de aguas recreacionales fue recomendado por la U.S. Environmental Protection Agency en 1986 (28). La recomendación se basó en estudios que demostraron que los Enterococcus tienen una relación directa con las enfermedades asociadas a la natación en ambientes de agua marina y agua dulce.


  Los Clostridium sulfito reductores, por ser productores de esporas, tienen una mayor resistencia a las condiciones ambientales y a la desinfección por lo que se utilizan como indicadores de contaminación fecal antigua (29). El número de Clostridium en agua es mucho menor que el de Coliformes y Streptococcus, por esto no sustituyen a los anteriores, no obstante en aguas carentes de coliformes y Streptococcus informan sobre la posibilidad de contaminaciones no recientes (29).


  Clostridium perfringens es de origen fecal y no es patógeno en el intestino de los animales homeotérmicos.


  No es exclusivamente fecal se encuentra en suelos y aguas contaminadas. Por ser una bacteria esporulada tolera elevadas temperaturas y desecación, pH extremos, falta de nutrientes, entre otras condiciones adversas. Cuando está presente en el agua potabilizada y desinfectada indica fallos en el tratamiento o en la desinfección. Su presencia en aguas cloradas se asocia con deficiencias en la filtración. (29). Debido a su alta resistencia las esporas pueden indicar, de forma indirecta, la presencia de quistes de protozoarios (30).


  Las Pseudomonas son bacilos Gram-negativos no esporulados, de unos 3 x 0.5µm, presentan flagelos polares para su locomoción que pueden producir un pigmento fluorescente, son oxidasa positivo, utilizan la glucosa oxidativamente y no forman gas. Se hallan comúnmente en el suelo y en el agua y algunas especies son clasificadas como patógenos y patógenos oportunistas, para el hombre y los animales. Algunas de las especies más importantes son: P. aeruginosa, P. fluorescens, P.putida, P. maltophila, P. stutzeri (31).


  P. aeruginosa es una bacteria que no se considera autóctona del agua, puede derivar de heces humanas y animales, su detección en agua se asocia con polución por descarga de aguas residuales, por lo tanto hay una estrecha correlación de su presencia en ambientes acuáticos con fenómenos de contaminación (32). Este microorganismo crece en muy baja concentración de nutrientes en medio ambiente acuoso y puede sobrevivir durante muchos meses en aguas a temperatura ambiente, es un importante patógeno oportunista y es causa de un amplio rango de infecciones, especialmente de oídos, ojos y piel, su control en aguas destinadas a la recreación es una obligación en varios países del mundo (24).


  Las Aeromonas son pequeños bacilos Gram-negativos que se mueven mediante flagelos polares. Son catalasa y oxidasa positivas, fermentan los carbohidratos, pueden producir gas en la glucosa, licuan la gelatina y reducen los nitratos (31).


  Las especies de Aeromonas son miembros de la familia Aeromonadaceae, el género incluye varias especies entre las que están las mesofílicas y móviles Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae, Aeromonas sobria, Aeromonas veronii y Aeromonas schubertii asociadas a infecciones en los humanos (33), Aeromonas popoffii (34), la no móvil y psicrofílica Aeromona salmonicida patógena de peces y anfibios (35). Estos microorganismos son habitantes normales de fuentes de agua y pueden estar presentes en un alto número en agua fresca en presencia o ausencia de contaminación fecal. Es frecuente encontrar altos recuentos en aguas de desecho, pero se encuentran especies diferentes a las que están presentes en agua dulce. Las Aeromonas crecen en un medio ambiente con baja cantidad de nutrientes, algunos estudios han encontrado una significativa correlación entre la presencia de Aeromonas y el estado trófico de las aguas dulces (36).


  La evidencia disponible indica que las personas no son infectadas por Aeromonas entéricas y que estas pueden ser parte de la flora normal del intestino, existen diversas variables como la edad, la inmunodeficiencia, la dosis infectiva, la enfermedad subyacente y la expresión de los factores de virulencia para que Aeromonas spp. cause la enfermedad (37).


  Estas bacterias normalmente se han aislado de los pacientes con gastroenteritis, las Aeromonas asociadas con diarrea son normalmente limitadas y en muchos casos no se recurre a estudio microbiológico de las heces, esta falta de investigación podría explicar por qué se han identificado relativamente pocos brotes (38), también se asocian con infecciones de ojos, heridas, tracto respiratorio, e infecciones sistémicas (33, 39); muchas de las cuales se producen por la contaminación de laceraciones y fracturas con las aguas ricas en Aeromonas.


  Virus


  A diferencia de las bacterias, los virus no se encuentran normalmente en las heces del hombre. Están presentes únicamente en el tracto gastrointestinal de individuos que han sido afectados. Más de 140 virus patógenos entéricos pueden ser transmitidos al hombre a través del agua, cuando son eliminados a través de las heces de personas infectadas. Los más comunes son los virus causantes de gastroenteritis y el virus de la hepatitis. Algunos de estos virus, rotavirus, virus Norwalk, no generan una inmunidad

  protectiva a largo plazo por lo que la infección puede repetirse varias veces durante la vida (40).


  El poliovirus ha sido propuesto como indicador viral (41), sin embargo, las cantidades de este virus encontradas en ambientes acuáticos son demasiado variables como para que sea considerado un buen indicador. Además de estas variaciones, la detección de virus entéricos requiere laboratorios especializados y los resultados demandan mucho tiempo.


  Estas dificultades en el uso de los enterovirus como indicadores de contaminación, ha llevado a la búsqueda de indicadores alternativos que sean rápida y fácilmente detectables. Estos indicadores son los fagos (42). Se han propuesto dos tipos de fagos: colifagos somáticos y colifagos F específicos. Los argumentos que validan la propuesta son:


  . Los fagos se encuentran abundantemente tanto en agua residual como en agua contaminada.

  . Las poblaciones de colifagos son mucho más grandes que las de los enterovirus.

  . Los colifagos no pueden reproducirse fuera del huésped bacteriano.

  . Los colifagos se pueden aislar y contar por métodos sencillos.

  . Se obtienen resultados más rápidos cuando se analizan los colifagos.

  . Algunos colifagos son tan resistentes como los enterovirus a los procesos de desinfección.


  Los colifagos se relacionan directamente con su huésped bacteriano específico E. coli, cuando las condiciones ambientales son desfavorables, los coliformes fecales no son buenos indicadores de contaminación fecal, ya que desaparecen rápidamente. Por consiguiente es mejor usar microorganismos más resistentes, como los colifagos que reflejan mucho mejor los niveles de Salmonella (43, 44).

  El tercer grupo propuesto, son los fagos que infectan Bacteroides fragilis, este grupo presenta la ventaja de no replicarse en ambientes naturales, dado que infectan una cepa anaerobia y su multiplicación se realiza solo bajo estas condiciones. Por otro lado su aislamiento se realiza en la mayoría de los casos en heces humanas (45).


  Parásitos


  Los parásitos que son patógenos para el hombre se clasifican en dos grupos: los protozoos y los helmintos. Los protozoos son organismos unicelulares cuyo ciclo de vida incluye una forma vegetativa (trofozoito) y una forma resistente (quiste). El estado de quiste de estos organismos es relativamente resistente a la inactivación por medio de los sistemas de tratamiento convencional de agua residual (40).


  Los huevos de helminto son un grupo de organismos que incluye los nemátodos, trematodos y cestodos. Las características epidemiológicas que hacen de los helmintos patógenos entéricos causantes de infección por contacto con agua contaminada, son su alta persistencia en el medio ambiente, la mínima dosis infecciosa, la baja respuesta inmune y la capacidad de permanecer en el suelo por largos periodos de tiempo (22).


  El estudio de los huevos de helminto a nivel ambiental ha hecho necesaria la selección de un parásito indicador debido a las limitaciones en la detección a nivel de laboratorio. Ascaris lumbricoides se ha sugerido como un buen indicador del comportamiento de los huevos de helminto (46), sus ventajas son:

  . Persiste en el medio ambiente por muchos meses, pero no se multiplica.

  . Se puede identificar fácilmente.

  . El índice de parasitismo a nivel mundial es muy alto.


  Tabla 2. Divisiones de microalgas y su proceso bioindicador
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  . El riesgo de transmisión es alto, debido a la elevada concentración de huevos que se puede encontrar.


  En los últimos años ha ganado gran importancia la contaminación por Giardia lamblia y Cryptosporidium parvum, estos protozoos se consideran patógenos emergentes y la investigación se ha orientado básicamente a la detección a nivel de laboratorio y al estudio de procesos de desinfección que garanticen la eliminación de este tipo de quistes (14).


  Desde 1981, los protozoos entéricos son reconocidos como causantes de brotes infecciosos transmitidos por el agua. Los protozoos más conocidos en las heces humanas son: Giardia lamblia, Entamoeba histolítica y Balantidium coli. Más recientemente han sido aisladas cepas de Cryptosporidium. La criptosporidiasis humana fue descrita por primera vez en 1974 y el primer brote de origen hídrico se registró en 1984, investigaciones recientes indican que este organismo ocupa el tercer lugar en importancia mundial entre todos los enteropatógenos de transmisión hídrica (14).


  Perifíton


  El término perifíton fue utilizado hasta hace un tiempo para designar a las algas que viven adheridas a las macrófitas acuáticas (47). En la actualidad el término perifíton se refiere a todas las comunidades de microorganismos animales y vegetales; algas, hongos, bacterias, protozoarios y animales que viven adheridas a sustratos vegetales, rocas o a cualquier tipo de material natural o artificial sumergido (48). El grupo más representativo de ésta comunidad son las microalgas. Las microalgas son organismos autótrofos fotosintéticos, producen su propio alimento; en su gran mayoría son unicelulares, forman filamentos o placas de células; pero cada individuo es independiente, no tiene movimiento o es muy limitado (49).


  Las microalgas perifíticas representan una de las comunidades con mayor variabilidad espacial en términos de biomasa y composición (50), ninguna de la especies mantiene a lo largo del año un tamaño considerable de su población (51), en parte debido a que las perturbaciones en los ecosistemas modifican su estructura (52)


  El perifíton se encuentra en todos los ecosistemas acuáticos. Sin embargo, cobran mayor importancia en las quebradas y los ríos puesto que al haber corrientes, el establecimiento de otras comunidades como el plancton es muy bajo, constituyéndose en los principales productores primarios de estos ecosistemas y buenos indicadores de la eutrofización de las aguas (2). Sin embargo, resultan muy útiles también en el diagnóstico de sistemas lénticos.


  Las comunidades perifiticas responden a ciertas condiciones para su distribución y abundancia, entre ellas se cuenta: las condiciones fisicoquímicas del agua y la red de drenaje de los sistemas (53), así como del tipo de sustrato, la hidrología, la desecación, el pastoreo, los gradientes, la concentración de nutrientes (54) y la luz (55).


  Tabla 3. Estado trófico de las aguas de acuerdo a su índice de diversidad
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  El perifíton en particular es un buen indicador, puesto que es sensible a los cambios y responde con rapidez a un amplio rango de tensores. Además, como esta comunidad permanece unida al sustrato, es testigo más confiable de los procesos ocurridos en el sistema que el plancton (56). Estas condiciones tan específicas permiten su utilización como indicadores de la alteración de las aguas (53). En la tabla 2, se presentan los principales procesos bioindicadores de los grupos de microalgas presentes en los cuerpos de agua.


  Los índices matemáticos en el estudio de los miroorganismos y de las comunidades animales y vegetales, son ampliamente utilizados. Para la descripción de la comunidad perifítica, en términos de número de especies y proporciones que puedan indicar cambios debido a modificaciones en las condiciones ambientales o procesos biológicos, se utiliza el índice de diversidad de Shannon y Weaver (57). Este índice es el más ventajoso por su fácil aplicación y su independencia del tamaño de la muestra, arrojando valores que van desde 0 hasta 5, donde 5 es la máxima diversidad. A continuación se presenta una clasificación de la calidad de las aguas de acuerdo al índice de diversidad, Tabla 3 (48).


  En ecosistemas de productividad media predominan las diatomeas, en aguas enriquecidas con sustancias orgánicas aumentan proporcionalmente la cantidad de cianófitas y de flagelados (51).


  Finalmente, el detrimento de las fuentes naturales de agua dulce es un problema a escala mundial que afecta a las poblaciones humanas de forma directa. La degradación y contaminación de los ecosistemas acuáticos minimiza la potencialidad del uso de sus aguas, la pérdida de la biodiversidad que estos albergan e incluso en algunos casos, se convierten en un riesgo para la salud de las poblaciones aledañas dadas las emergencias sanitarias que se presentan. Los esfuerzos necesarios para una adecuada evaluación y posterior recuperación de estos ambientes son mínimos comparados con los beneficios que representan en óptimas condiciones.
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  Resumen


  En la búsqueda de alternativas para mejorar la expresión de la enzima Iduronato Sulfatasa (IDSh) en la levadura Pichia pastoris, se realizó una Revisión Sistemática de la Literatura con el fin de recopilar información que permitiera relacionar los niveles de expresión de proteínas humanas recombinantes con la señal de secreción y las características propias de la molécula a expresar. Se hallaron 349 publicaciones de las cuales sólo 7 (2%) reportaron la expresión de proteínas que cumplían con los criterios de inclusión manejados en el estudio. Con la información obtenida en los 7 artículos se realizó una prueba de hipótesis tomando como muestras los datos recopilados y un análisis cualitativo de la información, con los cuales se evidenció que al reemplazar la señal de secreción nativa por el a-Factor como péptido líder se incrementa el nivel de expresión de proteínas humanas recombinantes en P. pastoris (p=0.053). Se encontró que la eliminación de la secuencia que codifica para el péptido nativo heterólogo en el ADNc de la proteína, es imprescindible para que el a-Factor pueda favorecer la secreción de proteínas heterólogas y por consiguiente incrementar el nivel de expresión. En el caso de la IDShr se halló que en la construcción GS115/pPIC9-IDS, aparecen dos secuencias de péptido señal al mismo tiempo, la nativa de la IDSh y la putativa proveniente de Saccharomyces cerevisiae; sin embargo, se han obtenidos expresiones hasta de ~30mmol/h mg de proteína, lo que deja la incógnita de un posible conflicto en el reconocimiento erróneo de una u otra señal de secreción, teniendo en cuenta el grado de hidrofobicidad de ambas.


  Palabras clave: revisión sistemática, péptido señal, expresión de proteínas, Pichia pastoris


  Abstract


  Influence of a-Factor over the expression of hrIDS in Pichia pastoris: Literature review and computational analysis. In searching of alternatives to get the efficient secretions of the recombinant enzyme Iduronate Sulfatase (IDSh) in Pichia pastoris, we made a systematic review of the literature so that we could compile information to relate the expression level of human heterologous proteins, with secretion signal, and the characteristics of the molecules. 349 publications were found of which only 7 (2%) reported the expression of proteins that met find inclusion criteria. With the information obtained in these articles, we made a hypothesis test using the data compiled as samples and a qualitative analysis of the information. It was found that replacement of native secretion signal by a-Factor as leader peptide increases the level of expression of human heterologous proteins in P. pastoris (p=0.053). Moreover, the elimination of native signal peptide in the protein cDNA is 125 indispensable for the function of a-Factor in the secretion of recombinant proteins and for to increase the expression level. In the construct, GS115/pPIC9-IDS were simultaneously founded two sequences in the signal peptide, the native and the a-Factor. However, the activity found ~30 mmol/h mg of protein raises the question of a possible conflict between the two recognition sites. This may be the cause given the similarity in the hidrophobicity of those two sites.
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  Introducción


  La acumulación intracelular de glucosaminoglicanos como el heparán sulfato y el dermatán sulfato, genera un desorden lisosomal conocido como Mucopolisacaridosis II o Síndrome de Hunter (1). La acumulación de estas dos moléculas es causada por la deficiencia hereditaria de una de las enzima encargadas de su degradación, la iduronato sulfatasa (IDS) (E.C. 3.1.6.13.) Esta deficiencia produce en el organismo fallas multisistémicas y cuadros clínicos que incluyen deformidades óseas, organomegalia, disfunciones cardiovasculares, pérdida del oído y la visión, retraso mental entre otros, los que llevan a la muerte a temprana edad (2-4). Aunque las enfermedades de almacenamiento lisosomal tienen una incidencia baja, son de alto impacto debido a que causan muerte prematura y trastornos neurológicos severos, ocasionando baja calidad de vida (5). Desafortunadamente hasta el momento no se cuenta con tratamientos para la mayoría de las enfermedades genéticas.


  Una de las alternativas propuestas en los últimos años, es la terapia de reemplazo enzimático (TRE), la cual ha mostrado la posibilidad de revertir las complicaciones viscerales en enfermedades severas como el Síndrome de Hunter (6). El objetivo de la TRE es proporcionarle al paciente la enzima purificada de origen exógeno, con la intención de que ésta llegue a los tejidos en los cuales está ausente, lo que podría ser una opción para el tratamiento de la MPS II, siempre y cuando se logre obtener cantidades suficientes de la enzima, no antigénica y con alta actividad específica (7). Para obtener cantidades clínicamente útiles, la enzima puede ser sintetizada en modelos biológicos recombinantes como bacterias, levaduras o líneas celulares de mamíferos. Uno de los sistemas de expresión que ha mostrado ser eficiente para la expresión de proteínas glicosiladas como la IDSh es la levadura metilotrófica Pichia pastoris (8).


  P. pastoris ha sido utilizada como modelo biológico para la expresión extracelular de diversas proteínas humanas, entre otras la a-galactosidasa A (9), la cistatina C (10), la glucocerebrosidasa (11) y la angiostatina (12) y en nuestro grupo la Iduronato Sulfatasa (13). Esta levadura ha sido utilizada porque ofrece ventajas con respecto a otros sistemas biológicos. Entre los principales aspectos, están los altos niveles de expresión de proteínas como consecuencia de las densidades celulares que se pueden obtener en cultivo, la facilidad para implementar la producción en bioreactores a gran escala y, la estabilidad genética.


  La mayor ventaja con relación a los sistemas procarióticos, es la capacidad de llevar a cabo modificaciones post-traduccionales bastante similares a los organismos eucarióticos superiores. Entre las modificaciones se encuentra el procesamiento de las secuencias señal, el plegamiento de las proteínas, la formación de puentes disulfuro y las N y Oglicosilaciones, sin generar hiperglicosilación a diferencia de lo que sucede en S. cerevisiae (14-17).


  La expresión de proteínas heterólogas en P. pastoris se ha logrado gracias a la utilización del promotor AOX1, que es reprimido fuertemente cuando las células crecen sobre glucosa y otras fuentes de carbono (represión/ derepresión por catabolito), e inducido en proporción ~1000:1 cuando crecen en medio suplementado con metanol como única fuente de carbono (inducción específica por sustrato) (14, 15).


  Por lo general, se ha optado por este sistema para la secreción de proteínas recombinantes, debido a que la recuperación de la molécula del medio de cultivo representa un primer paso en el proceso de purificación (18). Con el fin de obtener una secreción eficiente el ADNc se fusiona con una secuencia líder compatible por el modelo de expresión, lo que además, favorece la estabilidad del sistema (19); la señal de secreción empleada con mayor frecuencia en P. pastoris, es el péptido a-Factor (a-MF) de S. cerevisiae (15), que facilita el transporte de la proteína a través del retículo endoplásmico (RE) y el complejo de Golgi, antes de su ubicación en las vesículas de secreción. La secuencia completa del a-MF consta de 85 aminoácidos (AA), los primeros 19 residuos corresponden al péptido señal y los siguientes 66 a la región denominada pro-secuencia, que contiene tres sitios potenciales de N-glicosilación en los residuos 4, 38 y 48 (20, 21).


  En P. pastoris varias proteínas recombinantes han sido secretadas eficientemente, utilizando el péptido señal nativo heterólogo, mientras que otras han mostrado rendimientos dos o tres veces superiores, cuando utilizan un péptido señal de levadura (a-MF, PHO1 ó SUC2) (17). Sin embargo, hasta el momento no existen mecanismos para predecir si la señal de secreción a-MF, proporciona los mejores niveles de secreción para enzimas como la IDShr. Por esta razón, se decidió implementar una Revisión Sistemática de la Literatura, método característico de la medicina basado en la evidencia (22-24), con el propósito de recopilar información que proporcione conocimientos acerca de factores relacionados con el péptido líder y su posible incidencia sobre los niveles de secreción y expresión de proteínas humanas glicosiladas, en el modelo P. pastoris.


  Materiales y métodos


  Búsqueda de la información.


  Para la búsqueda de la información se consultaron cinco bases de datos, con el fin de recopilar las publicaciones cuyo objetivo fuera la expresión de proteínas humanas en P. pastoris: MEDLINE, Science Direct, Hinari, ProQuest (Biology y Science Journals) y SciELO. Los artículos podían estar escritos en inglés, español o portugués y publicados después de 1984 (época en la cual se empezó a utilizar P. pastoris como modelo biológico para la expresión de proteínas). Se utilizaron diferentes opciones de búsqueda empleando combinaciones de los siguientes términos: Pichia pastoris, expression proteins, extracellular proteins, pPIC9, signal peptide, secretion signal, a-Factor y a-MF. Adicionalmente se buscaron en la red los artículos referenciados que estuvieran relacionados con el tema.


  Criterios de inclusión de los artículos:


  a. P. pastoris como modelo biológico para la expresión de la proteína.

  b. Que se hayan utilizado plásmidos como pPIC9, pPIC9K y pPICZa, que incorporan el a-Factor como señal de secreción extracelular.

  c. Las moléculas heterólogas expresadas podían ser enzimas o proteínas estructurales heterólogas expresadas en P. pastoris.

  d. La proteína expresada debía ser de orígen humano.

  e. La proteína expresada debía presentar al menos un sitio potencial de N-glicosilación.

  f. El peso molecular molecular relativo de la proteína expresada debía oscilar en el rango de 10 a 70kDa.


  Los criterios de selección se definieron tratando de aproximarse a las características de la IDSh.

  Evaluación de los artículos pre-seleccionados.


  En este proceso se realizó una segunda selección de los estudios por medio de la valoración de su calidad, para asegurar que sólo los estudios relevantes y con un nivel aceptable fueran incluidos. Se tuvo en cuenta el nivel de impacto de las revistas donde aparecían las publicaciones seleccionadas y se verificó que el protocolo descrito en materiales y métodos estableciera detalladamente las variables de estudio tenidas en cuenta para asegurar la confiabilidad de los resultados.


  Este proceso estuvo a cargo de dos asesores del trabajo, para evitar decisiones sesgadas y subjetivas.


  a. En esta valoración las revisiones de literatura, notas y disertaciones fueron excluidas por no presentar datos obtenidos de estudios experimentales.

  b. Sólo se emplearon las publicaciones donde se comparaba la utilización del a-Factor y el péptido señal nativo heterólogo, para la expresión de la misma proteína.

  c. Fue requisito que en los resultados se incluyeran datos numéricos del nivel de expresión obtenido y/o comparaciones entre los niveles obtenidos con diferentes péptidos señales (Valor cuantitativo).


  Recopilación y síntesis de datos

  a. Los datos requeridos en los criterios de inclusión, se incorporaron a una base de datos de Microsoft® Access, para identificar todas las publicaciones que debían ser sometidas a la segunda evaluación.

  b. De los artículos finalmente seleccionados, se obtuvieron los valores que indicaban los niveles de expresión.


  Análisis estadístico.

  El método estadístico empleado para evidenciar un efecto del a-MF sobre el nivel de expresión, fue la prueba de hipótesis para comparación por parejas

  (.Test. t pareado) (25).


  Como valores muéstrales se tuvieron en cuenta los niveles de expresión obtenidos, para las proteínas reportadas en las publicaciones incluidas en el estudio, cuando se utilizaba la señal de secreción nativa y cuando las proteínas eran secretadas con el a-MF. Para homogenizar los datos de los diferentes artículos, la información se expresó en mg/l de proteína (Tabla 1).


  Tabla 1. Artículos incluidos en el estudio. a. Valor estimado a partir de la actividad enzimática, se calculó de acuerdo a la proporción de aumento que se obtuvo en la actividad de la enzima utilizando el a-MF con respecto a la señal de secreción nativa. b. Se empleó un péptido sintético similar al humano pero derivado de la lisozima de ave.
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  Figura 1. Clasificación de artículos teniendo en cuenta el vector de expresión utilizado, se seleccionaron aquellos que incorporaban el a-MF como señal de secreción.


  Análisis computacional


  Con el propósito de comparar la secuencia nativa de la IDSh y la expresada en nuestro grupo (13), se realizó el alineamiento de las secuencias, utilizando el programa BLAST de NCBI (26). La secuencia del ADNc de la IDSh nativa empleada, fue la reportada porWilson et al., (27), a la cual se accede en GenBank con el número AAA63197 y la secuencia nucleotídica que codifica para la enzima recombinante, se obtuvo a partir de la elongación del .primer. sentido, diseñado para la PCR utilizada en la comprobación de la inserción y la orientación del ADNc en el vector de expresión (13). Igualmente, se alinearon el péptido señal de la IDSh y el de S. cerevisiae (a-Factor) y se determinaron los perfiles de hidrofobicidad (ProtScale//Expasy), con el objetivo determinar una posible similaridad.


  Resultados


  Búsqueda de la información


  Se identificaron 349 publicaciones del total (~2000) de referencias encontradas en las diferentes bases de datos consultadas. Con la lectura de los resúmenes, se identificaron 329 artículos en los que el objetivo era la expresión de alguna proteína en P. pastoris, los otros 20 artículos se relacionaban con características genéticas de la levadura.
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  Figura 2. Selección de los artículos en los que se expresaban proteínas de origen humano del total de proteínas secretadas con el a-MF.


  Los 329 artículos fueron incluidos en la base de datos de Microsoft Access®, con el fin de identificar todas las publicaciones que cumplieran los criterios de inclusión establecidos. Como se observa en la figura 1, según el plásmido utilizado para la expresión de la proteína recombinante, en 174 de los artículos (53%) se utilizaron los vectores pPIC9, pPIC9K y pPICZa, que incorporan el a-MF como señal de secreción.


  Posteriormente, se seleccionaron todos aquellos artículos en los que las proteínas eran de origen humano. En la figura 2, se observa que 79 de estos artículos (46%), cumplieron con el criterio de selección.


  La evaluación detallada de los 79 artículos ó referencias potencialmente relevantes, permitió identificar finalmente, 7 publicaciones (2%) en las que se comparaba el niveles de expresión obtenidos con el a-MF y el obtenido utilizando la señal de secreción nativa humana (28-34), por lo cual se incluyeron en el análisis descriptivo de la información.


  Recopilación y análisis de datos


  De las 7 publicaciones incluidas se extrajeron los datos más relevantes para el análisis de la información (Tabla 1). En el artículo publicado por Sen Gupta y Dighe (32), se reporta la expresión de dos subunidades diferentes de una proteína, sin embargo, por presentar diferentes pesos moleculares y por tener ambas sitios potenciales de N-glicosilación, se consideraron expresiones independientes.


  El resultado de la comparación de los niveles de expresión se observa en las Figuras 3 y 4, en las que se evidenció, tanto en concentración (mg/l) como en proporción, que el a-MF en todos los casos generó mayor concentración de la proteína recombinante, en el medio de cultivo, comparado con la proteína expresada con la señal de secreción nativa heteróloga.
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  Figura 3. Comparación de los niveles de expresión en mg/l de proteína secretada al medio de cultivo, empleando diferentes señales de secreción.


  El análisis estadístico se realizó con base en los datos obtenidos en los artículos seleccionados. Con este análisis, se llegó a la conclusión que existe evidencia estadística (p=0.053) para asegurar que al utilizar el a-MF como señal de secreción, se incrementan los niveles de expresión de la proteína recombinante, con un grado de significancia del 10%, de acuerdo con los datos suministrados por la literatura científica.
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  Figura 4. La proporción de cantidad expresada con el a-MF comparada con la cantidad de proteína recuperada con la señal de secreción nativa se presenta como porcentajes.


  Análisis Computacional


  La alineación de las secuencias y la traducción conceptual de las mismas, empleando .tools translation. de Expasy (http://www.expasy.ch ), mostró que la secuencia insertada en el plásmido de expresión contenía los 25AAdel péptido señal y los 8AAcorrespondientes a la pro-secuencia nativa de la IDSh. De otro lado, la alineación de los dos péptidos señal (a-factor vs. PS nativo de IDSh) mostró un porcentaje bajo de identidad, sin embargo a pesar de que ambos péptidos son hidrofóbicos el perfil de hidrofobicidad fue diferente (Figura 5).
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  Figura 5. Perfiles de hidrofobicidad de los péptidos señal a-factor (A) y de la IDSh (B). Análisis computacional realizado en ProScale de Expasy (http://www.expasy.ch ).


  Discusión


  Efecto del a-MF sobre el nivel de expresión


  En aquellas publicaciones en las que se expresaron proteínas humanas en P. pastoris, con pesos moleculares entre 10 y 70kDA y al menos un sitio de Nglicosilación, se observó que, la señal de secreción putativa de S. cerevisiae favoreció la secreción extracelular, en comparación con los resultados obtenidos al utilizar el péptido líder heterólogo; información que fue corroborada con el análisis estadístico de los datos.


  Aunque la utilización del a-MF tiende a aumentar el grado de .expresión-secreción. en todas las proteínas estudiadas, el incremento oscila en proporciones que van desde 6:1 como ocurre con la gelatinasa B (31), hasta 164:1 como ocurre con la lisozima (28). Por esta razón, no fue posible estimar el número de veces que se incrementa la expresión de una proteína humana glicosilada en P. pastoris, cuando se emplea el péptido señal de S. cerevisiae.


  Teniendo en cuenta que la eficiencia del proceso de exportación de una proteína recombinante desde el RE al medio extracelular, es una etapa fundamental para el nivel de expresión, es posible que el péptido señal heterólogo de la IDSh no sea reconocido ni procesado por la levadura. Debido a que la función de la señal de secreción está directamente relacionada con el paso del polipéptido naciente a través de la membrana del RE y la interacción con las moléculas de la vía de secreción (35), es de esperar un mejor reconocimiento y procesamiento de la señal de secreción cuando ésta proviene de otra levadura.


  Expresar proteínas heterólogas humanas en levaduras, utilizando el péptido señal de otras levaduras favorece el procesamiento correcto del mismo, la interacción con las proteínas auxiliares del RE para la formación de puentes disulfuro, el plegamiento y transporte por la vía de secreción (35). De no presentarse un procesamiento correcto de la proteína cuando es sintetizada, precedida de su secuencia señal nativa, podría estarse generando una proteína que termodinámicamente sea inestable y susceptible de ser empleada como fuente de aminoácidos, al ser digerida por las proteasas intracelulares. La proteólisis evidentemente afecta la recuperación de la proteína de interés en el medio extracelular.


  Aunque la secuencia líder a-MF es propia de S. cerevisiae, es reconocida por las moléculas involucradas en la vía de secreción en P. pastoris; lo que indica que, las diferencias en el mecanismo de secreción de proteínas, en estas dos levaduras, es mínima. Incluso, los niveles de proteína expresada con el a-MF pueden ser superiores, si se comparan con los obtenidos utilizando el péptido señal de la fosfatasa ácida (PHO1), enzima nativa de P. pastoris, según demostraron Murasugi y Tohma-Aiba cuando expresaron midkina humana con las dos señales de secreción (36, 37).

  Glicosilación y nivel de expresión.


  La ventaja que ofrece el péptido líder del a-MF, sobre el péptido señal PHO1 y los péptidos nativos heterólogos, podría centrarse en los sitios potenciales de glicosilación (tres) que posee la pro-secuencia de a-MF. Gracias a los oligosacáridos unidos al péptido, en el RE se favorece el transporte de la proteína hacia el complejo de Golgi y de ahí a las vesículas de secreción. Uno de los ensayos que respaldan esta hipótesis fue realizado por Kjeldsen et al. (38); en este trabajo, se modificaron los tres sitios de N-glicosilación del a-Factor, para la expresión de una proteína recombinante en S. cerevisiae, y se encontró que las mutaciones en las secuencias Asn-X-Ser/Tre generaban reducciones drásticas en la secreción de la proteína, lo que pone en evidencia la importancia de los N-oligosacáridos en el transporte de la proteína recombinante (39, 40).


  La ausencia de una pro-secuencia con diferentes sitios de N-glicosilación, podría ser un factor que ha incidido en las diferencias en los niveles de expresión obtenidos, cuando las proteínas tenían como péptido líder su señal de secreción nativa; lo anterior, podría deberse a una disminución en el reconocimiento e interacción de la vía secretoria de la levadura con el péptido foráneo. En el caso del a-MF, se pudo constatar que emplear únicamente el péptido señal sin la pro-secuencia desfavorece los niveles de expresión de la lisozima humana (29).


  Peso molecular y nivel de expresión.


  Según Kjeldsen et al (35), el péptido señal puede influir en la eficiencia del paso de un polipéptido de tamaño pequeño a través de la membrana del RE, debido a que el líder media el transporte rápido de la proteína en el lúmen del RE (35). Según este argumento es coherente suponer que, si la proteína no es grande (bajo peso molecular), el proceso de secreción puede ser más rápido, debido al transporte más sencillo para la célula. En el caso de los artículos incluidos en el estudio, las proteínas que presentaron los niveles de expresión más altos, tenían un peso molecular promedio de ~45kDa (30, 31) y su proceso de secreción quizás fue más sencillo para la levadura, en comparación con el caso de la subunidad a de la Prolil 4-hidroxilasa, con peso molecular de 70kDa (33). Aunque, se recomienda el uso del a-MF por presentar un efecto marcado en la secreción de proteínas de bajo peso molecular (41), proteínas con más de 70kDa, como el precursor de la proteína amiloide (APLP2), se han llegado ha expresar en concentraciones de 40mg/l (42), por lo cual este péptido líder, podría ser el más adecuado para la expresión de varios tipos de proteínas humanas, independientemente del peso molecular.


  Modificaciones en la pro-secuencia del a-MF


  Uno de los aspectos que caracterizaban a todas las proteínas expresadas, en los artículos estudiados, fue la eliminación de la secuencia señal nativa cuando eran expresadas con el a-MF, debido a que el ADNc que se introducía en el plásmido codificaba solamente la secuencia madura de la proteína de interés (sin péptido señal). Una de las razones por la cual se opta por sustituir el péptido líder nativo heterólogo, puede ser el efecto negativo que éste tenga sobre el procesamiento de la proteína en la levadura. Un ejemplo a considerar es el experimento desarrollado por Pham et al., (43), en el cual expresó la granzima B, y no encontró actividad al dejar la pro-secuencia de la proteína después del a-factor, mientras que la enzima expresada sin la pro-secuencia mostró actividad similar a la enzima nativa (43). Posiblemente los dos péptidos que conforman la pro-región de esta enzima, producen un efecto inhibitorio sobre su actividad, sin embargo, no se podría descartar que la pro-secuencia de una proteína afecte su actividad biológica, como consecuencia de los resultados en el procesamiento, el plegamiento y la secreción extracelular, si antes no es degradada completamente.


  La estabilidad de una proteína puede verse afectada cuando no es procesada correctamente durante la secreción, debido a que cualquier segmento de aminoácidos adicional a la secuencia madura incide sobre la estabilidad termodinámica de la proteína (44).


  La presencia de segmentos adicionales al péptido lí- der funcional, afecta notoriamente la eficiencia de la secreción y por tanto sobre el nivel de expresión (35). Así como se ha observado que la secuencia líder (a-Factor) presenta una estructura que facilita el reconocimiento y procesamiento en el sistema de secreción de P. pastoris, también se ha observado que el incremento en el número de residuos cargados negativamente, en el entorno al sitio de procesamiento del pro-péptido líder ó la adición de puntos de Nglicosilación adicionales, ha sido crucial para aumentar los niveles de secreción de algunas proteínas recombinantes (39).


  Implicaciones del a-MF como señal de secreción para la IDShr


  Teniendo en cuenta la información proporcionada en las publicaciones, siempre que se emplee el a-MF como señal de secreción, se esperaría que los niveles de expresión alcanzados con la enzima IDShr fueran superiores a los que se puedan encontrar si se utilizara la secuencia líder nativa de la IDSh. Sin embargo, a diferencia de los estudios incluidos, en los que ninguna de las proteínas secretadas con el a-MF llevaba su secuencia líder, el ADNc de la IDSh usado en el constructo pPIC9-IDShr incluye la secuencia líder nativa de la IDSh (8).


  El ADNc completo de la IDSh codifica un péptido de 550 AA, de los cuales los primeros 25 constituyen el péptido señal, después de esta secuencia hay otros 8 residuos que son eliminados de la pro-proteína en el proceso de maduración (45). Como se mencionó anteriormente, la presencia de algunos residuos adicionales en la secuencia líder del a-MF pueden afectar el procesamiento, favorecer la inestabilidad de la enzima recombinante y por tanto, generar algún tipo de inestabilidad en su secreción. Además, una alteración en la secuencia del pro-péptido le impediría cumplir su función de auxiliar a la proteína, en la conformación de una estructura estable y en la protección contra la degradación. No obstante, la construcción genética pPIC9-IDShr que incluye el líder del a-factor de S. cervisiae y el péptido señal nativo de la IDSh, resultó ser funcional en P. pastoris GS115 (46) y se logró detectar actividad biológica (8, 13).


  Al mantener la señal de secreción nativa la enzima puede no ser secretada eficientemente, pues se ha demostrado que cuando las proteínas sufren alteraciones en la conformación estructural no pueden ser secretadas (35). Este mecanismo de control se ha estudiado en el RE de las levaduras, especialmente en S. cerevisiae (47). Una fracción de las proteínas destinadas a la secreción es retenida y degradada, porque se restringe la exportación únicamente a las proteínas plegadas correctamente. Las proteínas plegadas incorrectamente son eventualmente llevadas al citosol para ser degradadas en el proteosoma.


  Cuando una proteína no presenta grandes errores en el plegamiento, pero es termodinámicamente inestable, es transportada a las vacuolas por un receptor ubicado en las membranas de Golgi y allí son degradadas (48, 47). El cuestionamiento radica en entender si la IDShr producida P. pastoris es reconocida por el hospedero como correcta o incorrectamente plegada y si es termodinámicamente estable o no.


  Para incrementar el nivel de expresión se debería eliminar la señal de secreción nativa de la IDS humana, basados en las cuatro hipótesis siguientes:


  a. La proteasa señal I (E.C. 3.4.21.89), encargada del reconocimiento del a-MF, equívocamente reconoce el péptido señal de la IDSh y, al hidrolizarlo en la membrana de RE de P. pastoris, se pierde el pro-péptido del a-MF. En este caso la enzima no sería secretada por la falta de la ayuda del a- MF. Es probable que la proteína sea enviada al lisosoma debido al reconocimiento del péptido pro-

  IDS (Figura 6).

  b. El reconocimiento de la endoproteasa Kex2 (3.4.21.61) de P. pastoris, es el adecuado, en la pro-secuencia de a-MF; sin embargo, se podría secretar una proteína recombinate con un plegamiento inadecuado como consecuencia de la región hidrofóbica de 25 AA (PS) y la región hidrofílica de 8 AA (pro-secuencia) correspondiente al péptido líder nativo de la IDSh, secretándose por tanto una proteína probablemente inactiva.

  c. La proteasa señal I encargada del reconocimiento del a-MF lo reconoce correctamente; una vez que la proteína (IDShr) se encuentra dentro del RE el plegamiento no le permite ser guiada a Golgi y por tanto podría ser degradada en el proteosoma.

  d. La proteasa señal I corta correctamente en el a-MF y la enzima pasa por el RE y llega a Golgi. Una vez allí, Kex2 reconoce equívocamente la pro-secuencia nativa de la IDSh, lo que traería consigo la secreción correcta (similar a células humanas) de la proteína recombinante.


  Análisis computacional


  Con el objetivo de reunir evidencias para intentar esclarecer las hipótesis anteriores, se decidió comparar la secuencia de aminoácidos del a-MF y la secuencia líder de la IDSh. En este análisis se encontró que entre los primeros 11 aminoácidos de estos dos péptidos señal se presentan residuos con una alta hidrofobicidad y aunque en el resto de la secuencia la tendencia presenta más variación, estos primeros AA justificarían el corte equívoco a cargo de la peptidasa señal I de P. pastoris, si se tiene en cuenta que su acción no depende de secuencias de aminoácidos específicas, sino que está dirigida a la región más hidrofóbica del polipéptido naciente (que presenta una diferencia significativa en el punto isoeléctrico, con respecto a otros segmentos de la proteína) (49), por lo cual proporciona cierto respaldo a la primera hipótesis (a).


  Analizando la secuencia nucleotídica de la IDSh, no se encontraron secuencias Lis-Arg ni Arg-Arg en el pro-péptido nativo, por lo cual es poco probable que la endopeptidasa Kex2 realice algún corte proteolítico en el segmento de 8 AA, lo que deja sin respaldo la cuarta de las hipótesis (d); favoreciendo la segunda hipótesis (b).


  Es importante tener en cuenta que esta información está basada en la evidencia y representa una aproximación teórica que debe ser complementada con estudios experimentales, que corroboren si los criterios estudiados en esta revisión, pueden ser aplicados a la expresión de IDShr en P. pastoris o a otras proteínas humanas con características similares.


  Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio y con el objetivo de acercarnos teóricamente a la incertidumbre que genera la hipótesis (b), se ha comenzado el análisis computacional para modelar el efecto que se produce en el plegamiento de la IDSh, cuando está unida a los 33 aminoácidos de la secuencia señal nativa. Tratando de esclarecer si esta región (PS) altamente hidrofóbica, podría alterar en alguna medida la actividad biológica de la proteína. De otro lado, se ha comenzado el seguimiento intracelular de la proteína humana recombinate por inmunomicroscopía electrónica, utilizando un anticuerpo policlonal (IgGaIDSh) (50), para la detección de la IDShr y un anticuerpo comercial aIgG de conejo, marcado con oro coloidal (aIgG-Au).
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  Figura 6. Posibles alteraciones de la secreción, causadas por la presencia del péptido señal nativo de la IDSh. a. Se generan péptidos inestables por la presencia de aminoácidos adicionales o por el corte aberrado de la secuencia por la enzima Kex2. b. La peptidasa señal I (PS I) realiza el corte del péptido señal en la membrana del RE y la proteína es liberada del a-Factor y queda con la pro-proteína. c. Péptido recomendado en el que se elimina completamente el péptido señal de la IDSh.


  Es claro que emprender una nueva clonación del ADNc de IDSh sin el péptido señal nativo es un paso a seguir, de forma tal que pueda realizarse un estudio comparativo de la expresión en IDShr en P. pastoris con las construcciones genéticas anteriores.


  Conclusiones


  La revisión sistemática de la literatura científica proporcionó evidencias sobre la expresión de proteínas humanas recombinantes, con al menos un sitio de N glicosilación y peso molecular entre 10 y 70kDa.


  De otro lado, la utilización del péptido señal de secreción a-MF de S. cerevisiae, demostró ser más útil que el homólogo (PHO1) de P. pastoris y que la secuencia líder nativa de IDSh, para la expresión de proteínas que deban ser secretadas al medio de cultivo.


  Adicionalmente, se propusieron estrategias de investigación para verificar los posibles conflictos que pueden estar ocurriendo entre las secuencias líderes que resultaron incluidas en la construcción pPIC9-IDShr.


  Agradecimientos


  Agradecemos al Dr. Leonardo Lareo, por su invaluable colaboración y la revisión crítica de este trabajo. Agradecemos a Colciencias y a la Vicerrectoría de la Pontificia Universidad Javeriana por el soporte financiero a través del proyecto 1825.


  Referencias


  1. Neufeld EF, Muenzer J. The Mucopolysaccharidoses, in The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, CH Scriver, AL Beaudet, WS Sly, D Valle, Editors. 2001, MaGraw- Hill: New York. p. 3421-52.


  2. Albano LMJ, Sugayama SSMM, Bertola DR, Andrade CEF, Utagawa CY, Puppi F, Nader HB, Toma L, Coelho J, Leistner S, Burin M, Giugliani R, Kim CA. Clinical and Laboratorial Study of 19 Cases of Mucopolysaccharidoses. Rev Hosp Clín Fac Med Sao Paulo 2000; 55 (6): 213-18.


  3. Kettlesa DI, Sheppardb M, Liebmannc RD, Davidsona C. Left Ventricular Aneurysm, Aortic Valve Disease and Coronary Narrowing in a Patient with Hunter.s Syndrome. Card Pathol 2002; 11: 94-96.


  4. Yoskovitch A, Tewfik TL, Brouillette RT, Schloss MD, Der Kaloustian VM. Acute Airway Obstruction in Hunter Syndrome. Internat J Ped Otorhinolaryngol 1998; 44: 273-78.


  5. Menéndez C, Zaldívar C, González M. Errores Innatos del Metabolismo. Enfermedades Lisosomales. Rev Cub Pediat 2002; 74 (1): 68-76.


  6. Desnick RJ. Enzyme Replacement and Enhancement Therapies for Lysosomal Diseases. J Inher Metab Dis 2004; 27: 385-410.


  7. Sáenz H, Barrera LA. La Terapia de Reemplazo Enzimático en el Tratamiento de Enfermedades Genéticas. Univ Scient 2003; 8 (2): 31-42.


  8. Landázuri P. Clonación Del cDNA de la Iduronato 2-Sulfato Sulfatasa Humana. Expresión de la Enzima en Escherichia coli y Pichia pastoris. Instituto de Errores Innatos del Metabolismo. Tesis Doctoral. 2002. Pontificia Universidad Javeriana. Bogotá, D.C. 115 p.


  9. Chen Y, Jin M, Egborge T, Coppola G, Andre J, Calhoun DH. Expression and Characterization of Glycosylated and Catalytically Active Recombinant Human a-Galactosidase A Produced in Pichia pastoris. Prot Exp Purif 2000; 20: 472.84.


  10. Files DA, Ogawa M, Scaman CH, Baldwin SA. Pichia pastoris Fermentation Process for Producing High-Levels of Recombinant Human Cystatin-C. Enz Microbiol Technol 2001; 26: 335 40.


  11. Sinclair G, Choy F. Synonymous Codon Usage Bias and the Expression of Human Glucocerebrosidase in the Methylotrophic Yeast, Pichia pastoris. Prot Exp Purif 2002; 26: 96-105.


  12. Xie J, Zhoub Q, Dub P, Ganb R, Ye Q. Use of Different Carbon Sources in Cultivation of Recombinant Pichia pastoris for Angiostatin Production. Enz Microb Technol 2005; 36: 210-16.


  13. Poutou RA, Córdoba H, Quevedo BE, Landázuri P, Echeverri OY, Sáenz H, Vanegas A, Acero J, Gónzalez A, Herrera J, Algesira N, Caicedo L, Barrera LA. Expresión de Iduronato 2 sulfato Sulfatasa Humana Recombinante (IDShr) en Pichia pastoris. Univ Scient 2005; 10 (1): 73 94.


  14. Cereghino GP, Cereghino J, Ilgen C, Cregg J. Production of Recombinant Proteins in Fermenter Cultures of the Yeast Pichia pastoris. Curr Opin Biotechnol 2002; 13: 329-32.


  15. Cereghino JL, Cregg JM. Heterologous Protein Expression in the Methylotrophic Yeast Pichia pastoris. FEMS Microbiol Rev 2000; 24: 45-66.


  16. Fischer R, Drossard J, Emans N, Commandeur U, Hellwig S. Towards Molecular Farming in the Future: Pichia pastoris- Based Production of Single-Chain Antibody Fragments. Biotechnol App Biochem 1999; 30: 117-20.


  17. Romanos M. Advances in The Use of Pichia pasrtoris for High- Level Gene Expression. Curr Opin Biotechnol 1995; 6: 527-33.


  18. Córdoba H, N. A, Poutou RA, Barrera LA. Pichia pastoris una Alternativa para la Producción de Glicoproteínas Humanas de Uso Terapéutico. Estrategias de Fermentación. Rev Col Biotecnol 2003; 5 (2): 73-84.


  19. Hollenberg CP, Gellissen G. Production of Recombinant Proteins by Methylotrophic Yeast. Curr Opin Biotechnol 1997; 8: 554-60.


  20. Caplan S, Green R, Rocco J, Kurjanlt J. Glycosylation and Structure of the Yeast MF Factor Precursor Is Important for Efficient Transport Through the Secretory Pathway. J Bacteriol 1991; 173 (2): 627-35.


  21. Kurjan J, Herskowitz I. Structure of a Yeast Pheromone Gene (MF alpha): a Putative alpha factor Precursor Contains Four Tandem Copies of Mature alpha-factor. Cell 1982; 30: 933-43.


  22. Egger M, Davey G, Altman D. Systematic Reviews in Health Care: Meta-analysis in Context. 2003; London: BMJ Books. 3-13, 23-29, 211-223.


  23. Glasziou P, Irwig L, Bain C, Colditz G. Systematic Reviews in Health Care: A Practical Guide. 1 ed. 2001; Cambridge: Cambridge University Press. 4-14, 27- 31, 45-46.


  24 . Rosenberg W, Donald A, Radcliffe J. Evidence Based Medici91 ne: An Approach to Clinical Problem-Solving, in Evidence Based Health Care Workbook: Understanding Research: for Individual Learning, A Donald, Editor. 1999, BMJ Publishing Group: London. p. 17-19, 37-38.


  25. Daniel WW. Bioestadística. Base para el Análisis de las Ciencias de la Salud. 3a ed. 2000; Mexico: Ed. Limusa S.A. 245- 252,269-276.


  26. Altschul SF, Madden TL, Schäffer AA, Zhang J, Zhang Z, Miller WJ, Lipman D. Gapped BLAST And PSI-BLAST: A New Generation of Protein Database Search Programs. Nuc Aci Res 1997; 25: 3389-3402.


  27. Wilson PJ, Meaney CA, Hopwood JJ, Morris CP. Sequence of the Human Iduronate 2 Sulfatase (IDS) Gene. Genom 1993; 17: 773-75.


  28. Koganesawa N, Aizawa T, Masaki K, Matsuura A, Nimori T, Bando H, Kawano K, Nitta K. Construction of an Expression System of Insect Lysozyme Lacking Thermal Stability: The Effect of Selection of Signal Sequence on Level of Expression in the Pichia pastoris Expression System. Prot Eng 2001; 14 (9): 705-10.


  29. Oka C, Tanaka M, Muraki M, Harata K, Suzuki K, Jigami Y. Human Lysozyme Secretion Increased by Alpha-factor Prosequence in Pichia pastoris. Biosci Biotechnol Biochem 1999; 63 (11): 1977-83.


  30. Reverter D, Ventura S, Villegas V, Vendrell JX, Avilés FX. Overexpression of Human Procarboxypeptidase A2 in Pichia pastoris and Detailed Characterization of Its Activation Pathway. The J Biol Chem 1998; 273 (6): 3535.41.


  31. Roy N, Padmanabhan S, Smith M, Shi L, Navre M, Das G. Expression of Human Gelatinase B in Pichia pastoris. Prot Exp Purif 1999; 16: 324-30.


  32. Sen Gupta C, Dighe R. Hyperexpression of Biologically Active Human Chorionic Gonadotropin Using the Methylotropic Yeast, Pichia pastoris. J Mol Endocrinol 1999; 22: 273-83.


  33. Vuorela A, Myllyharju J, Nissi R, Pihlajaniemi T, Kivirikko KI. Assembly of Human prolyl 4 hydroxylase and Type III Collagen in the Yeast Pichia pastoris: Formation of a Stable Enzyme Tetramer Requires Coexpression with Collagen and Sssembly of a Stable Collagen Requires Coexpression with prolyl 4-hydroxylase. The EMBO J 1997; 16 (22): 6702.12.


  34. Wendeler M, Hoernschemeyer J, John M, Werth N, Schoeniger M, Lemm T, Hartmann R, Kessler H, Sandhoff K. Expression of the GM2-Activator Protein in the Methylotrophic Yeast Pichia pastoris, Purification, Isotopic Labeling, and Biophysical Characterization. Prot Exp Puri f2004; 34: 147-57.


  35. Kjeldsen T, Frost Pettersson A, Hach M. The Role of Leaders in Intracellular Transport and Secretion of the Insulin Precursor in the Yeast Saccharomyces cerevisiae. J Biotechnol 1999; 75: 195-208.


  36. Murasugi A, Tohma-Aiba Y. Comparison of Three Signals for Secretory Expresión of Recombinant Human Midkine in Pichia pastoris. Biosci Biotechnol Biochem 2001; 65 (10): 2291 93.


  37. Murasugi A, Tohma-Aiba Y. Production of Native Recombinant Human Midkine in the Yeast, Pichia pastoris. Prot Exp Purif 2003; 27: 244-52.


  38. Kjeldsen T, Andersen A, Hach M, Diers I, Nikolajsen J, Markussen J. a-Factor Pro-Peptide N-linked Oligosaccharides Facilitate Secretion of the Insulin Precursor in Saccharomyces cerevisiae. Biotechnol App Biochem 1998; 27: 109-15.


  39. Kjeldsen T, Pettersson AF, Hach M. Secretory Expression and Characterization of Insulin in Pichia pastoris. Biotechnol App Biochem 1999; 29: 79-86.


  40. Liu SH, Chou W, Sheu C, Chang M. Improved Secretory Production of Glucoamylase in Pichia pastoris by Combination of Genetic Manipulations. Biochem Biophys Res Commun 2005; 326: 817-24.


  41. Sreekrishna K, Brankamp R, Kropp K, Blankenship D, Tsay J-T, Smith P, Wierschke J, Subramaniam A, Birkenberger L. Strategies for optimal Synthesis and Secretion of Heterologous Proteins in the Methylotrophic Yeast Pichia pastoris. Gene 1997; 190: 55-62.


  42. Cappai R, Mok SS, Galatis D, Tucker D, Henry A, Beyreuther K, Small D, Masters C. Recombinant Human Amyloid Precursor- Like Protein 2 (APLP2) Expressed in the Yeast Pichia pastoris Can Stimulate Neurite Outgrowth. FEBS Let 1999; 442: 95-98.


  43. Pham C, Thomas D, Mercer J, Ley T. Production of Fully Active Recombinant Murine Granzyme B in Yeast. The J Biolo Chem 1998; 273 (16): 1629-33.


  44. Goda S, Takano K, Yamagata Y, Katakura Y, Yutani K. Effect of NTerminal Residues on the Stability and Folding of Human Lysozyme Expressed in Pichia pastoris. Prot Eng 2000; 13 (4): 299 307.


  45. Malmgren H, Calberg BM, Peterson U, Bondeson ML. Identificatión of an Alternative Transcript from the Human Iduronate 2- Sulfatase. Genomics 1995; 29: 291-93.


  46. Invitrogen. Pichia Expression Kit. Protein Expression. A Manual of Methods for Expression of Recombinant Proteins in P. pastoris.Cat. No. K1710-01. 1996; California: Invitrogen.


  47. Parodi A. Reglucosylation of Glycoproteins and Quality Control of Glycoprotein Folding in the Endoplasmic Reticulum of Yeast Cells. Biochim Biophys Acta 1999; 1426: 287-95.


  48. Kowalski J, Parekh R, Mao J, Wittrup K. Protein Folding Stability Can Determine the Efficiency of Escape from Endoplasmic Reticulum Quality Control. The J Biol Chem 1998; 273 (31): 19453-58.


  49. Dalbey RE, Lively MO, Bron S, Van Diijl JM. The Chemistry and Enzymology of the Type I Signal Peptidases. Prot Sci 1997; 6: 1129-38.


  50. Peña O, Sosa A, Echeverri O, Sáenz H, Barrera LA. Producción de Anticuerpos Policlonales IgG Contra la Proteína Iduronato-2- sulfato Sulfatasa y Desarrollo de un Sistema de Detección para IDS Humana Recombinante. Bioméd 2005; 25: 181-88.


  Caracterización de la flora microbiana y revisión del estado de salud en individuos que laboran en laboratorios de diagnóstico.


  1Silvia E Campuzano F MSc, 1Alicia álvarez de Weldefort y 1Judith Camacho K.


  1Programa de Bacteriología, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Bogotá, Colombia.

  Correspondencia: silvicampu@hotmail.com


  Recibido:17-08-05 / Aceptado: 10-11-05

  


  Resumen


  Existen evidencias fundamentadas que indican la validez de los programas de vigilancia epidemiológica para la prevención y control del riesgo biológico y para evitar la contaminación en los ambientes de salud. Debido a que los trabajadores de la salud, son uno de los reservorios de las enfermedades infecciosas, los centros para la prevención y control de las enfermedades de Atlanta, la C.D.C. y otros programas recomiendan, vigilancia, inmunización y adopción de medidas de bioseguridad y programas de control para ciertas enfermedades transmisibles que se dan en ambientes donde se maneja material de salud, representados en fluidos biológicos que corresponden a todas las muestras de los pacientes que deben ser analizadas como la sangre, secreciones purulentas, líquidos orgánicos y los desechos biológicos, considerados como residuos peligrosos; constituidos por gasas, algodones, catéteres y otros.


  Uno de los objetivos de estos programas es proteger a quienes laboran con producto biológico contra los factores de riesgo generados y para cumplirlo se debe iniciar con el registro de datos relacionados con la caracterización de la flora microbiana de dichos individuos, para posteriormente diseñar las estrategias pertinentes para el control de la situación. Por consiguiente el presente estudio,aprovecha la investigación para conocer y comparar la microbiota de las estudiantes de bacteriología en contacto permanente con riesgo biológico como resultado de las condiciones de su propio desempeño, relacionado con el manejo continuo de muestras biológicas; frente a estudiantes de trabajo social alejadas de este riesgo, dadas las características de desempeño de esta área del saber. Realizado el diagnóstico de la flora microbiana de estas dos poblaciones, se pudo concluir que: hay una diferencia significativa entre el porcentaje de individuos afectados por faringitis y parasitosis, con mayor incidencia en las estudiantes del área de la salud; y se comprobó que hay microorganismos que se encuentran presentes en cualquier grupo, como indicativo de la posibilidad de diferentes rutas de infección, en el caso de la presencia de patógenos.


  Palabras claves: flora bacteriana, profesión, estado de salud.


  Abstract


  There are based evidences very well that indicate the validity of the monitoring programs epidemiologist in prevention and control of the biological risk to avoid the contamination in health atmospheres. Because the workers of the health, are one of the reservorios of the infectious diseases, the C.D.C. and other programs recommend, monitoring, immunization and adoption of, measured of biosegurity and control programs for certain transmissible diseases that they occur in atmospheres where handle health material.


  One of the objectives of these programs is to protect to those who toil with biological product, against the generated factors of risk, and to fulfill it epidemiologist of individual sayings is due to initiate with the registry of data related to the profile, who allows to design the pertinent strategies for the control of the situation. Therefore, the present study, takes advantage of the investigation to know and to compare the profile epidemiologist of the bacteriology students, in permanent contact with biological risk, in front of moved away students of social work of this risk. Made the diagnosis of microbiota of these two populations, it was possible to be concluded that there is a significant difference between the percentage of individuals affected by faringitis and parasitism, with greater incidence in the students of the area of the health; also it was verified that there are microorganisms that are presents in any group.


  Key words: bacterial flora, profession, health condition.


  Introducción


  El personal del área de la salud se considera como personal constantemente expuesto al riesgo biológico, ya sea en forma directa como es el caso de las bacteriólogas, los médicos y las enfermeras, o en forma indirecta como es todo el resto de personal que labora en un laboratorio, una clínica, un hospital un consultorio de odontología y otros que se relacionen con atención a pacientes; esta exposición puede ser permanente o temporal debido a que en su quehacer diario, estos profesionales, se enfrentan constantemente a una gran variedad de flora microbiana presente en el ambiente de trabajo y corren el riesgo de infectar o ser infectados, si no cumplen con las normas especiales de seguridad, razón por la cual se utiliza el término bioseguridad para definir y congregar las normas de comportamiento y manejo preventivo del personal de salud frente a microorganismos potencialmente patógenos.


  Es así como en 1987 el C.D.C. (Centro para la prevención y control de enfermedades) de Atlanta, como respuesta a la necesidad de disminuir el riesgo de infección de enfermedades ocupacionales enfatizó y publicó las recomendaciones que llamaron “Precauciones Universales”. Para su implementación se asume que todo paciente es potencialmente portador de patógenos (1).


  A partir de estas consideraciones es indispensable conocer la flora predominante en los individuos que se desempeñan en laboratorios de diagnóstico y en este estudio se seleccionaron las estudiantes de bacteriología de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca que desarrollan prácticas en diferentes áreas especialmente en microbiologías y parasitología, con el fin de registrar controles relacionados con el cumplimiento de las normas de bioseguridad.


  Uno de los parámetros más importantes desde el punto de vista de la Vigilancia Epidemiológica es recolectar información a través del monitoreo del grado de contaminación del ambiente de trabajo, de los individuos que se interrelacionan con los procesos de manejo de fluidos biológicos, desde la recolección de las muestras, el procesamiento de las mismas y el adecuado desecho de todos los productos contaminados y tóxicos (2).


  La medida y la evaluación de la microbiota de los individuos que laboran en los laboratorios de diagnóstico son la evidencia indirecta de cómo se están manejando las normas de bioseguridad.


  En el presente estudio se evaluó la microbiota de las estudiantes de bacteriología en referencia a la flora bacteriana normal presente en ojos, oídos, nariz y garganta; se determinó la incidencia de parásitos y se practicó el reconocimiento del estado de salud de la población, mediante la valoración de signos y síntomas realizada en la consulta médica realizada por las médicas de la IPS de la universidad. En cada uno de los análisis se tuvo en cuenta la validación de los resultados frente a un grupo control, representado en estudiantes que no tenían contacto con material biológico.


  Los resultados arrojaron información que indica la mayor exposición y por consiguiente un aumento de la contaminación en las estudiantes que diariamente manejan fluidos corporales con riesgo biológico, ya que demostraron mayor heterogeneidad en las diferentes floras, dentro de las cuales estaban presentes patógenos reconocidos, especialmente en el caso de los parásitos. Así mismo cuando se hizo la correlación entre flora contaminante y el estado de salud, esta arrojó un mayor porcentaje en la incidencia de faringitis y de parasitosis intestinal para las estudiantes de bacteriología frente a las estudiantes de trabajo social que representaron el grupo control.


  Como conclusión se pudo determinar que el personal de salud, que manipula fluidos corporales que conllevan el inherente riesgo biológico, y que es imposible de desconocer que se encuentra presente en los profesionales de la salud, presenta una mayor probabilidad de adquirir infecciones, situación que se puede controlar en medida que se apliquen estrictamente las normas de bioseguridad planteadas como estrategia principal en la implementación de la prevención que cuenta con la implementación de los programas de vigilancia epidemiológica como una de las mejores herramientas de control.


  Materiales y métodos


  Tipo de estudio y población.


  El estudio se desarrolló durante el primero y segundo semestre del año 2002 y corresponde a un estudio descriptivo, comparativo, retrospectivo, para caracterizar la flora presente en grupos representados por estudiantes de bacteriología de la Facultad de Ciencias de la Salud del Programa de Bacteriología, frente a un grupo integrado por estudiantes de Trabajo Social .


  Se realizó análisis retrospectivo para evaluar la presencia de patologías relacionadas con estados infecciosos en cada uno de los grupos. La revisión de las historias clínicas se llevó a cabo en la IPS Manuel Elkin Patarrollo, donde son evaluadas todas las estudiantes de la universidad y se tomaron los datos relacionados con el grupo que participó en el estudio.


  Muestra


  Se estudiaron 100 individuos tanto del grupo de Trabajo Social, como del grupo de la muestra, que se escogieron de acuerdo al cumplimiento de los criterios de inclusión planteados.


  El grupo de estudio estuvo representado por estudiantes de III, IV, V Y VI semestre del programa de bacteriología que tiene contacto directo con muestras biológicas durante el desarrollo de prácticas en las asignaturas de bacteriologías y parasitología específicamente.


  El grupo control estuvo representado por estudiantes de trabajo social que no tienen contacto directo con muestras biológicas en su desempeño diario.


  Microbiota de la población en estudio.


  La población estudiada, tanto en el grupo de muestra como en el grupo control fue de 100 individuos en cada uno. Los análisis realizados fueron: cultivos de ojos, nariz, garganta, manos y guantes para evidenciar la microbiota predominante en estas áreas que son las más expuestas; también se realizó coprológico con el fin de conocer la presencia de parásitos en los grupos de estudio. Se aplicó el método estándar para cada una de las determinaciones; en el caso del estudio bacteriológico se practicaron frotis para coloración, se aplicó aislamiento primario, aislamiento secundario, diferenciación bioquímica y pruebas de antibiograma en los casos en que se recuperaron patógenos. La valoración de manos y guantes daban razón del oportuno y adecuado manejo de los elementos de barrera.


  Para el análisis de los parásitos se practicó valoración microscópica a muestras directas y se aplicó método de concentración para la valoración de huevos.


  Los análisis se realizaron durante las clases prácticas para el grupo de bacteriología y para el grupo de Trabajo Social se citaron en sesiones en la mañana, debido a que el estudio es descriptivo y representa el estado de las situaciones en un momento casual.


  Reconocimiento del estado de salud de la población.


  Se realizó una revisión de las tasas de morbilidad de las estudiantes de bacteriología y de las estudiantes de trabajo social; la evaluación se hizo durante los periodos de 2002 primero y segundo semestre en referencia a patologías relacionadas con la contaminación microbiana. Se determinó la morbilidad atendida por cuanto se revisaron las historias clínicas que se encuentran en la IPS donde se presta servicio médico a las estudiantes.


  Resultados


  Flora de ojos.


  El estudio de conjuntiva realizado al grupo de trabajo social, reportó 80% de cultivos negativos y 20% con presencia de Staphilococcus epidermidis, microorganismo considerado habitante normal.


  Los cultivos de conjuntiva practicados a las estudiantes de bacteriología reportaron 4% de muestras negativas para microorganismos, 20% con presencia de Staphilococcus epidermidis y 70% con presencia de Streptococcus viridans, bacteria que también se considera habitante normal.


  Flora microbiana de nariz.


  Los cultivos de nariz realizados a estudiantes de trabajo social, mostraron presencia de Streptococcus viridans en 80% de los análisis realizados, 12% presentaron Staphilococcus epidermidis y 8% de muestras fueron reportadas como negativas.


  En el grupo de bacteriología se reportaron 24% de cultivos negativos, 20% de Staphilococcus sp, 46% de Streptococcus viridans, 9% deStreptococcus no hemolítico y 1% de Klebsiella sp.


  Flora microbiana de garganta.


  En los cultivos de faringe practicados a las estudiantes de trabajo social se reportaron 80% de Staphilococcus epidermidis, 5% de Streptococcus B hemolítico, 10% de Staphilococcus aureus, 2% de Streptococcus pneumoniae y 3% de Streptococcus no hemolítico. En las muestras de faringe analizadas para las estudiantes de bacteriología se reportaron 20% de cultivos positivos para Staphilococcus aureus, 10% positivos para Streptococcus B hemolítico, 30% para Streptococcus viridans, 25% para Streptococcus no hemolítico y 15% para Staphilococcus epidermidis.


  En la Figura 1 se presentan los porcentajes que relacionan la flora patógena frente a la flora no patógena encontrada en las muestras de garganta tomadas a las estudiantes de trabajo social.


  En la Figura 2 se presentan los porcentajes que relacionan la flora patógena frente a la flora no patógena encontrada en las muestras de garganta de las estudiantes de bacteriología.


  Valoración de título de Antiestreptolisinas (ASTOS).


  La prueba de ASTOS practicada a los dos grupos presentaron una positividad del 20% en las estudiantes de trabajo social frente a 8% de positivos para las estudiantes de bacteriología.


  Flora microbiana de manos y guantes.


  El resultado de los cultivos de manos para las estudiantes de trabajo social reportaron 80% negativos, 7% Bacillus subtilis, y 13% S epidermidis.


  Los resultados de los cultivos de manos y guantes de las estudiantes de bacteriología se reportan en la tabla 1 donde se evidencia la presencia de patógeno especialmente entéricos.
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  Figura 1. Microorganismos de garganta. Grupo de Trabajo social. En la gráfica se aprecian los porcentajes de bacterias encontradas en muestras de faringe donde se diferencia el % de patógenos y no patógenos encontrados en las estudiantes de trabajo social


  [image: ]


  Figura 2. Microorganismos de garganta. Grupo de bacteriología. En la gráfica se aprecian los porcentajes de bacterias encontradas en muestras de faringe donde se diferencia el % de patógenos y no patógenos encontrado en las estudiantes de bacteriología


  Incidencia de parásitos


  Se practicó valoración de parásitos a un grupo de estudiantes de trabajo social que no están expuestas a riesgo porque no manipulan muestras de coprológicos


  Se encontró un 8% de parásitos presentes en las estudiantes de bacteriología.


  En referencia a los análisis realizados para evaluar la aplicación adecuada de los elementos de barrera como son los guantes se encontraron bacterias patógenas tanto en las manos como en los guantes de las estudiantes de bacteriología, como se demuestra en la Tabla 1.


  Reconocimiento del estado de salud de la población


  Se practicó la revisión de los datos de morbilidad de estudiantes de Bacteriología que representa el grupo expuesto a riesgo biológico y se tomó como referencia de población que no está expuesta a riesgo biológico, las estudiantes de Trabajo Social.


  Los resultados del grupo control se presentan en las tablas 1, 2 y 3. Cuando se comparan las frecuencias de aparición de procesos infecciosos entre las dos facultades queda claramente establecida la mayor incidencia de patología infecciosa en las estudiantes del programa de Bacteriología frente a las estudiantes del programa de Trabajo Social; es el caso de entidades de común aparición como la Faringitis que presenta en Bacteriología un 57% en el acumulado mientras que en trabajo social solo hay un 34 % ; así mismo sucede con el parasitismo con un 15.9%para Bacteriología, contra 8.5% para Trabajo Social.


  Discusión.


  En la concepción moderna de atención en salud es necesario tener en cuenta tanto la atención al medio ambiente como la atención a las personas; en relación al medio ambiente la atención se centra en el control de la contaminación en los diferentes espacios físicos en relación con el aire, los equipos, las instalaciones con control de mesones, paredes, pisos, los desechos y otros, esta situación en el caso de los laboratorios de diagnóstico.


  En relación con los individuos, en el presente estudio se relaciona con los profesionales de bacteriología que son quienes están en mayor contacto con las muestras biológicas porque son precisamente estos profesionales los encargados de la manipulación de todas las muestras compuestas de fluidos biológicos que se consideran por principio como contaminantes y conllevan a exponer a las personas a riesgo biológico.


  Tabla 1. Bacterias Gram negativas presentes en manos y guantes de estudiantes de bacteriología.
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  Tabla 2. Porcentaje de incidencia de patologías presentadas por estudiantes de Trabajo Social
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  Tabla 3. Porcentaje de incidencia de patologías presentadas por estudiantes de Bacteriología


  [image: ]


  Se ha determinado que la única forma de lograr un trabajo seguro y de poder contrarrestar los factores de riesgo es la aplicación de la prevención entendida como la óptima aplicación de la bioseguridad (1).


  La labor preventiva frente a la presencia de riesgo biológico no se reduce solamente a las acciones de desinfección, descontaminación, limpieza , esterilización y antisepsia , sino que requiere de acciones educativas, investigativas y evaluativos, que deben ser implementadas de forma continua para el aseguramiento de la calidad en el proceso de control de la diseminación de la contaminación y así garantizar un proceso libre de accidentes y minimización del riesgo (3).


  La investigación constituye uno de los elementos fundamentales para la aplicación de un plan de prevención, porque permite que mediante la tecnología en los laboratorios se pueda monitorear la flora presente en los diferentes elementos y así se puedan adelantar importantes trabajos de seguimiento de casos, de determinación de gérmenes ambientales, de contaminación de instalaciones, de equipos y de materiales. La actividad de investigación sin lugar a dudas representa el mejor sello de garantía de calidad en las instituciones de salud (2).


  Otro elemento indispensable está relacionado con la evaluación constante que permite que se tomen correctivos oportunos mediante el diseño de protocolos, normas, procedimientos, directrices generales y actualización de métodos. El costo de la infección es muy alto en toda entidad y a todo nivel porque si se relaciona la contaminación que se presente en una institución hospitalaria, esta situación requiere medicamentos, análisis de laboratorio, imágenes diagnósticas, lucro cesante y otros, siendo el mayor problema el poner en peligro la integridad de los individuos (3).


  El presente estudio se realiza en cumplimiento de uno de los aspectos fundamentales del modelo de vigilancia epidemiológica planteado para el control de la contaminación biológica en los laboratorios de diagnóstico en el programa de bacteriología de la facultad de Ciencias de la Salud y que tiene como principio conocer las actividades biológicas que explican la causalidad de las infecciones como producto de la interacción de múltiples factores entre los que se cuentan: el agente microbiológico, el reservorio es decir el lugar donde residen los microorganismos, el intestino, la faringe, la piel, los orificios naturales de las personas infectadas o de las que se presentan como portadores sanos y es precisamente esta población la de interés particular en la presente investigación, donde se pudo demostrar claramente la mayor exposición a los agentes patógenos para los individuos que manejan muestras biológicas (4).


  En los análisis practicados a los individuos quedó demostrado la mayor incidencia de patógenos en los estudiantes de bacteriología, situación que está acorde con los índices de morbilidad analizados en comparación con las estudiantes de trabajo social.


  En referencia a los microorganismos presentes en manos y guantes se encontraron gran variedad de gérmenes muchos de estos patógenos como se observa en la tabla 1 estos resultados obtenidos son indicativos de deficiencias en la aplicación de las normas de bioseguridad y debilidad en el lavado de manos (5).


  La valoración de parásitos mostró una diferencia significativa entre el grupo de muestra y el grupo control. La evaluación de las infecciones respiratorias demostró la incidencia de faringitis con agentes específicos como Staphylococcus y Streptococcus confirmado con pruebas de ASTOS que confirmaron la presencia de patógenos como Streptococcus B hemolítico y Streptococcus pneumoniae en el grupo de estudio (6).


  Hay que tener en cuenta que los microorganismos patógenos de garganta tienen muchas vías de contaminación no solamente el contacto con muestras biológicas, situación que se ratifica con el análisis de ASTOS que mostró mayor incidencia de positividad en el grupo control , situación que demuestra la presencia de contaminación en estos individuos con estreptococos patógenos.


  En consecuencia se puede concluir que el diseño de la recolección de datos a cerca de la microbiota presente en los individuos, establecido en el presente estudio está de acuerdo con parámetros indicados en el estudio epidemiológico de la subdirección de la red hospitalaria de Vigilancia epidemiológica Rhove (file: Ai/ rhohe vigilancia qpidemiol.him) donde se recomiendan los pasos indispensables a seguir para la implementación de un programa de control de infecciones e indican claramente coleccionar una información oportuna y adecuada de las enfermedades, riesgo y daños de salud que se presentan en las unidades de servicios de salud para documentar el panorama epidemiológico y así poder orientar adecuadamente los programas de control (5)(6).


  Un aspecto importante de tener en cuenta y desarrollar adecuadamente son los estudios que conduzcan a definir los patrones epidemiológicos de las infecciones nosocomiales, así mismo, es indispensable conocer la ecología microbiana del sitio de estudio y revisar periódicamente la situación, para conocer que cambios se están dando en esa flora, porque la aparición de patógenos importantes serán representativos de cambios actitudinales frente a la aplicación estricta de las normas de bioseguridad (7).


  Del cuidado que se tenga en relación a la obtención de datos oportunos para determinar las acciones a seguir frente a las diferencias en las floras microbianas presentes, dependerá en gran medida el control del riesgo de diseminación de la contaminación.


  Es una necesidad sentida en la actualidad insistir constantemente en las facultades de atención en salud en el adecuado manejo del autocuidado, de la aplicación adecuada de las normas de bioseguridad y la aplicación de la prevención y control del riesgo biológico, porque hemos tenido que vivenciar precisamente en estos días, situaciones muy difíciles en varios centros hospitalarios en relación con estas situaciones que han cobrado varias vidas.
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  Resumen


  Las colecciones biológicas de diferentes museos en un país son material complementario que sirven para estudios e investigaciones sobre biodiversidad, ya que además de la información sobre los especimenes preservados, ofrecen instrumentos para crear vínculos y relaciones entre sí. La presente nota, ilustra la importancia de la complementariedad entre colecciones: Museo Javeriano; MUJ y Museo de Historia Natural Marino de Colombia; MHNMC, para un mismo grupo biológico, los corales hermatípicos. La nomenclatura de especies utilizadas fue siguiendo a Veron (2000). El MUJ busca participar con su colección de referencia (29 especies, 129 registros biológicos) en proyectos nacionales e internacionales, compartiendo información, para de esta manera aportar al conocimiento y estudio de la biodiversidad.


  Palabras claves: colección biológica, corales hermatípicos, museos, lista de especies.


  NOTA TéCNICA


  Cada colección de un grupo biológico particular es única para el país o el mundo, ya que brinda información taxonómica y geográfica de sus ejemplares en escalas diferenciales de espacio y tiempo. Por lo tanto, las especies exclusivas de cada colección generan complementariedad taxonómica con otras colecciones y las especies que comparten se constituyen en material de respaldo para el país; esto en la eventualidad que parte o la totalidad de una colección se pierda.


  La lista de una colección permite identificar presencia - ausencia de especies respecto a un marco de referencia (listado reportado para el país), así como para incrementar potencialmente el marco existente; maximizar la revisión taxonómica y bibliográfica de un grupo biológico, y como material de consulta y comparación (1).


  El comparar las listas de especies de un grupo biológico de diferentes colecciones nacionales e internacionales, permite definir: la representatividad total de especies que reposan en los museos; su aporte a la biodiversidad, las unidades geográficas muestreadas, el estado de las colecciones y sus prioridades mediante la aplicación de índices de biodiversidad (1); así como gestionar el préstamo e intercambio de ejemplares entre colecciones. Pese a su importancia, los listados taxonómicos hasta el momento han contado con pocos espacios para su publicación y difusión, hecho que ha afectado considerablemente su aprovechamiento como herramienta de investigación e insumo para la toma de decisiones (1).


  El listado de corales Escleractínios; Cnidaria: Anthozoa reportado para Colombia (2), incluye ejemplares que reposan en las colecciones de referencia del Museo de Historia Natural Marina de Colombia (MHNMC; Santa Marta - Colombia) y del National Museum of Natural History (NMNH; Smithsonian Institution, Washington D.C. - USA). Sin embargo, recientemente fueron referenciados para el Museo Javeriano de Historia Natural Lorenzo Uribe S.J., (MUJ, Bogotá . Colombia) los corales hermatípicos colectados en el Caribe Colombiano.


  Esta nota reporta 129 registros biológicos y proporciona la lista de 29 especies de corales hermatípicos (tabla 1); determinados a partir de claves sinópticas siguiendo a Veron 2000 (3); y una guía visual de campo, usando caracteres diagnósticos para la identificación de corales juveniles < 4 cm de diámetro, datos no publicados, y únicos para el Caribe colombiano.


  Adicionalmente se resalta la importancia de la información contenida en la lista de corales del MUJ por poseer: (i) Siete especies exclusivas y referenciadas para el país en la colección del Museo Javeriano; lo cual, por ser especies listadas por primera vez, genera alta complementariedad taxonómica, y alimenta la información existente entre las colecciones del MHNMC y el NMNH (4). (ii). Veintitrés especies de corales hermatípicos juveniles, 79% de los ejemplares de la colección, que hacen de ésta exclusiva y única en el país.


  De esta forma, los esqueletos y caracteres morfológicos diagnósticos del material referenciado facilitara la identificación de juveniles in situ en estudios futuros. La información contenida en la lista de corales del MUJ complementara otras colecciones marinas que manejan el mismo grupo biológico, lo cual dará una dimensión mas acertada de la biodiversidad de Colombia y facilitara futuras investigaciones.


  Es importante precisar que en el listado de referencia de Reyes 2000 (2) incluye a Eusmilia fastigiata dentro de la familia Caryophylliidae aún cuando esta pertenece a Meandrinidae (3). De igual forma el autor sobreestima la biodiversidad de Colombia al reportar Leptoseris y Helioseris como géneros diferentes, cuando Veron (2000) y otros autores, como Cairns (1982) solo validan a Leptoseris (5).


  Así mismo, para el Caribe, Veron (3) tan solo reporta a Leptoseris cucullata, quien ha sido denominada en las colecciones como Helioseris cucullata en Colombia (6). Es importante señalar que el tener una lista de referencia para un grupo biológico no es suficiente si este no incluye el material presente en las diferentes colecciones del país.
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  Museo de Historia Natural Lorenzo Uribe S.J. Hermatypic Coral List, Colombia


  Abstract


  Each Biological collection in a particular group is unique, since it has taxonomic and geographic information of its specimens in different spatial and temporal scale. Therefore, exclusive species at each collection generate taxonomic complementarity with other collections, and shared species represent country.s back up material in case of partial or total collection damage. Any collection species list allow us to: determine species presence-absence with respect to a referenced framework, reported list for the country, potential increment of the existing framework; maximize taxonomic and bibliographic revision of a biological group; and to search and compare specimens. Species list comparison of a biological group from different National and International collections permit us to define: total museum species representativity; biodiversity contribution, geographical sampled areas, collection.s quality, collection.s priorities based on biodiversity indexes (1); and to borrow and interchange specimens between collections. The Scleractinian coral list Cnidaria:


  Anthozoa reported for Colombia (2) includes specimens that are in the Museo de Historia Natural Marina de Colombia (MHNMC; Santa Marta . Colombia) as well as the samples from National Museum of Natural History (NMNH; Smithsonian Institution, Washington D.C. . U.S.A.). However, hermatypic corals collected in the colombian Caribbean were recently referenced to the Museo Javeriano de Historia Natural .Lorenzo Uribe S.J.., (MUJ, Bogotá . Colombia).


  Tabla 1. Corales esclaractinios del Caribe colombiano, referenciados en la colección del MUJ
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  This note reports 129 biological records and provides a list of 29 species of hermatypic corals which were determined through synoptic keys (3) and with field visual guides, using diagnostic characters to identify coral recruits, < 4 cm diameter. This note remarks the information contained in the MUJ coral list: 1. Seven exclusive species referenced for Colombia, which generates high taxonomic complementary (4) with respect to MHNMC and NMNH; 2. Twenty-three species of hermatypic coral recruits, 79% of the collection, makes this collection exclusive and unique in Colombia. Their skeleton and morphological diagnostic characters will make easier recruit identification (in situ) in future studies. Information contained in the MUJ coral list will complement other National marine collections that handle the same biological group, giving a precise dimension of Colombia biodiversity, and it will make easier future researches. It.s important to clarify that Reyes list (2000) included Eusmilia fastigiata in the Caryophylliidae family, although it belongs to Meandrinidae (5). In the same way, the author overestimates Colombian biodiversity reporting Leptoseris and Helioseris as different genera, when Veron (2000) and other authors, i.e. Cairns 1999, only validate Leptoseris (5). In the Caribbean Veron (2000) reports the presence of Leptoseris cucullata, which in Colombia has been called Helioseris cucullata (6).


  KeyWords: Hermatypic Corals, MUJ Collection, Colombian Caribbean, Species List.
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  Memorias del III Simposio Nacional y I Internacional de Actualización e Investigación en Ciencias Biomédicas


  La Revista NOVA en formato electrónico publica los resúmenes de las conferencias magistrales de los módulos de genética, bioquímica, bioinformática, microbiología, parasitología, bioética y los resúmenes de los trabajos libres.


  En formato impreso encontrará las memorias publicadas así:el volumen 4: Resúmenes de trabajos libres. 2. En el volumen 5: Resúmenes de conferencias de los módulos de genética, bioquímica y bioinformática. 3. En el volumen 6: Resúmenes de las conferencias de los módulos de microbiología, parasitología y bioética.


  Este evento se llevó acabo en el mes de agosto de 2005 y fue organizado por la Universidad de la Sabana, la Universidad Colegio de Cundinamarca, la Universidad de Los Andes, la Universidad INCCA de Colombia, la Asociación Colombiana de Genética Humana – Grupo de Mutagénesis y Carcinogénesis y la Asociación Colombiana de Ciencias Biológicas.


  Información adicional: escribanos a revistanova@unicolmayor.edu.co


  Resúmenes de Trabajos Libres


  1. Actividad bloqueadora de la transmisión en una zona endémica para malaria por Plasmodium vivax.


  Autores: Myriam Arévalo-Herrera, Yezid Solarte, Felipe Zamora, Fabián Méndez, María Fernanda Yasnot, Leonardo Rocha, Carole Long, Louis H. Millar y Sócrates Herrera.


  Institución: Instituto de Inmunología del Valle, Universidad del Valle.


  Correo Electrónico: feli31@hotmail.com


  Palabras claves: Malaria, Bloqueo de la transmisión, Plasmodium vivax, Anopheles


  Resumen: La actividad bloqueadora (TB) de la transmisión para Plasmodium vivax en Anopheles albimanus fue evaluada en sueros de pacientes agudamente enfermos, provenientes de la costa pacifica colombiana. Se evaluó la reducción en el número de ooquistes en el estomago del mosquito Anopheles alimentados artificialmente con glóbulos rojos infectados proveniente de estos pacientes. De los 88 lotes que desarrollaron la infección cuando los eritrocitos infectados fueron reconstituidos con suero humano AB control, cerca de un tercio (36.4%) mostraron máxima actividad bloqueadora (= 90% inhibición) cuando fue mezclada con el suero autólogo, el 29.6% presento un TB parcial (50% a 89%), y los sueros restantes no presentaron bloqueo (17.0% tuvieron entre 0% a 50% de inhibición) o aumento de la transmisión (17.0%).


  La actividad bloqueadora de la transmisión se correlacionó con el título de anticuerpos por inmunofluorescencia (IFI) contra las formas sanguíneas del parásito. Los afro-colombianos presentaron menor TB que los otros grupos étnicos y los pacientes con fiebre produjeron una mayor inhibición de la transmisión que los pacientes sin fiebre.


  2. Evaluación de la calidad microbiológica del agua del Humedal de Jaboque, Bogota, Colombia.


  Autores: Sara ávila de Navia, Mónica Estupiñán Torres.


  Instituciones: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Facultad de Ciencias de la Salud. Programa de Bacteriología y Laboratorio Clínico.


  Correspondencia: savila@unicolmayor.edu.co


  Palabras claves: calidad del agua, humedales, indicadores microbiológicos.


  Resumen: El humedal de Jaboque ha reducido su extensión producto de la construcción de canales de aguas lluvias y negras, ha presentado colmatación debido a la carga orgánica, basuras y desechos de construcción, el espejo de agua se encuentra reducido y, por lo tanto, las áreas necesarias para la alimentación de las especies nativas se encuentran afectadas. La vegetación típica esta siendo reemplazada por especies introducidas por el hombre para favorecer la ganadería.


  Determinar el riesgo de contaminación tanto a nivel humano como ambiental y conocer el tipo de microorganismos presentes y su concentración, permitirá la toma de decisiones sobre control de vertidos, tratamiento del agua y conservación del ecosistema. En el presente tra106 bajo se buscó evaluar la calidad sanitaria de las aguas del Humedal de Jaboque por medio de los indicadores de aguas residuales y otros grupos bacterianos como Pseudomonas y Aeromonas. Se tomaron trece muestras de agua superficial distribuidas en la zona canalizada y no canalizada del humedal, para evaluar posibles variaciones temporales se realizaron muestreos en épocas de verano e invierno. La técnica utilizada para el análisis bacteriológico del agua fue filtración por membrana, para este estudio se realizó el recuento de coliformes totales, Aeromonas, Entero-coccus, Pseudomonas y Clostridium. La identificación de los microorganismos aislados se realizó por medio de pruebas bioquímicas rápidas Crystal BBL y API-20 Biomerieux. Se encontró que no existen diferencias significativas entre los recuentos obtenidos en las estaciones de muestreo para todos los grupos bacterianos, sin embargo, si existen diferencias significativas entre las abundancias de las especies aisladas y los recuentos de las especies en cada una de las estaciones de muestreo.


  Los grupos de mayor abundancia fueron coliformes totales, Aeromonas y Pseudomonas. Se determinó que la concentración de bacterias indicadoras de contaminación fecal es muy alta, lo que implica un alto riesgo sanitario para las personas que habitan los alrededores.


  Así mismo, se identificaron una gran variedad de microorganismos, que muestran la diversidad bacteriana y brindan información para su posible utilización en el campo de la biotecnología y la indicación biológica.


  3. Detección de ralstonia solanacearum en papa, mediante la comparación de técnicas diagnósticas inmunoenzimaticas con técnicas de diagnóstico molecular.


  Autores: 1-2Edisson Chavarro Mesa, 1-2Jorge Evelio ángel Díaz y 1-2Julián Martínez Henao


  Instituciones:

  1Universidad INCCA de Colombia,

  2Laboratorio Nacional de Análisis Molecular del Instituto Colombiano Agropecuario ICA, Seccional Cundinamarca – Mosquera, Colombia.


  Correspondencia: bioedicha@gmail.com


  Palabras clave: Ralstonia solanacearum, Pseudomonas solanacearum, dormidera, Solanum phureja, PCR,ELISA-NCM, marchitez bacteriana.


  Resumen: La detección de Ralstonia solanacearum representa un problema en el control de la marchitez bacteriana de la papa, debido a la falta de métodos rápidos y precisos para diagnosticar de forma rutinaria al patógeno. La presencia de R. Solanacearum es un riesgo para la producción, fundamentalmente de los tubérculos destinados a semilla. El objetivo del presente trabajo fue adoptar una metodología inmunoenzimática y/o la verificación de diagnóstico molecular de rutina de alta especificidad y sensibilidad; basada en una técnica estandarizada, confiable y rápida que permita confirmar resultados preliminares para la detección de R. solanacearum en tubérculos y plantas de papa. El patógeno se aisló a partir de tubérculos de Solanum phureja empleando técnicas de cultivo, pruebas inmunológicas (NCM-ELISA) y prueba molecular (PCR). Tres métodos fueron estandarizados para la extracción de ADN bacterial, dos protocolos para la obtención deADN total a partir de cultivos líquidos puros de la bacteria, el tercer protocolo se desarrolló hirviendo el cultivo liquido puro. Estos resultados indicaron que dos de los tres métodos ensayados son los más adecuados para ser implementados en él diagnóstico molecular de R. solanacearum. La prueba inmunoenzimática, ELISA-NCM fue positiva para el análisis de 8 submuestras compuestas de 25 tubérculos cada una, que fueron confirmados por PCR. El estudio de aislamientos a partir de material vegetal, que fueron evaluados por metodología de PCR mediante el uso de iniciadores específicos que reconocen las regiones 16S rADN, presenta un producto de amplificación reproducible de 292 pb.


  Los resultados mostraron que se dispone de una técnica sensible para la detección de R. solanacearum que puede ser implementada como un método de control de la bacteria en programas de producción de semilla y certificación de áreas libres del patógeno.


  4. Efecto de la Rosiglizatona y Telmisartan en la diferenciación de células adiposas


  Autores: Diana Vargas Trujillo y Fernando Lizcano Losada


  Instituciones: Universidad de La Sabana. Facultad de Medicina. Laboratorio de Biología Molecular


  Correspondencia: dianavt@unisabana.edu.co


  Palabras claves: diferenciación células adiposas, PPARg, agonistas.


  Resumen: Los adipocitos son células multipotentes de origen mesodérmico altamente especializadas que cumplen un papel fundamental en la homeostasis del organismo; dado que durante el proceso de diferenciación deben activarse los diferentes genes que regulan el metabolismo lipídico incluyendo transporte de ácidos grasos, B-oxidación, almacenamiento y funciones de regulación de ingesta y gasto energético se hace importante conocer el mecanismo a través del cual células tipo fibroblasto se diferencian en adipocitos maduros ya que alteraciones durante este proceso están asociadas a enfermedades como el síndrome metabólico; gracias a los buenos modelos de líneas celulares existentes para estudiar la diferenciación de las células adiposas, hemos utilizado para este estudio fibroblastos unipotentes 3T3-L1 para inducir diferenciación con dos medicamentos, Rosiglitazona y Telmisartan los cuales son agonistas del receptor nuclear PPAR, factor de la transcripción encargado de activar los genes que regulan el metabolismo lipídico incluyendo transporte de ácidos grasos, B-oxidación, almacenamiento y funciones de regulación de ingesta y gasto energético. Encontrándose que las células 3T3-L1 tratadas con rosiglitazona inducen aproximadamente 2 veces más la adipogénesis que las células tratadas con Telmisartan. Al realizar los experimentos de transfección se observó que La actividad de luciferasa es 2 veces mayor con Rosiglitazona que con Telmisartan cuando actúa sobre el elemento de respuesta PPRE-Luc. Al aumentar la dosis de Telmisartan (10mM) la transactivación de PPARg es mayor pero no igual al efecto ejercido por Rosiglitazona aún en una dosis menor; corroborando así el agonismo parcial de Telmisartan sobre PPARg.


  Lo que permite concluir que Telmisartan actúa como un agonista parcial de PPARg en comparación al efecto que tiene Rosiglitazona sobre este factor de la transcripción. A pesar que no es conocido en su totalidad el mecanismo a través del cual actúan estos medicamentos, el agonismo parcial sobre PPARg podría ser un blanco de estudio ya que no produce los efectos secundarios generados por el agonismo total.


  5. Caracterización de los sitios de multiplicación de Aedes aegypti(Diptera: Culicidae) en una zona del municipio de Fusagasuga y la utilización de marcadores moleculares para el análisis del vector


  

  Autores: 1-3Julián Martínez Henao, 2 Mancel Martínez, 1-3 Edisson Chavarro Mesa y 3Jorge ángel Díaz.


  Instituciones: 1Universidad INCCA de Colombia,

  2Universidad Escuela de Medicina Juan N. Corpas,

  3Laboratorio Nacional de Análisis Molecular ICA-Tibaitatá.


  Correspondencia: ornatus30@yahoo.co


  Palabras Claves: Dengue, Aedes aegypti, criaderos, RAPD.


  Resumen: Entre los factores más importantes en el fracaso de campañas destinadas a controlar o eliminar culícidos urbanos están el aumento en el número de criaderos generados por la actividad humana, consecuencia de patrones culturales y tradicionales; además de las deficiencias en los servicios públicos básicos como el abasto de agua y la recolección de desechos sólidos, así como el escaso conocimiento existente sobre la ecología de los culícidos urbanos. La aparición de epidemias de dengue y dengue hemorrágico en el área del caribe, obliga a revisar la información sobre la situación de cría de Aedes aegypti en la zona, con objeto de tomar iniciativas globales de control. En este trabajo se realizó la búsqueda activa y caracterización de criaderos intra y peri domiciliarios en el barrio el Lucero y el Progreso de la comuna norte del municipio de Fusagasuga. Se visitaron 145 casas escogidas mediante un muestreo aleatorio simple, se realizó una encuesta identificando los factores de riesgo para la presencia del vector y se efectuó una búsqueda activa de larvas e insectos adultos. En el 14.9% y el 12% de las casas del barrio el Lucero y el Progreso se encontraron larvas de culícidos las cuales intentaron asociarse con las características encontradas en las viviendas.


  Los datos de las encuestas se analizaron mediante el programa Epiinfo 2004, realizando un análisis de casos y controles. Las larvas encontradas fueron identificadas en el laboratorio utilizando claves dicotomícas, y fueron analizadas mediante la utilización de marcadores moleculares RAPD los cuales permiten establece un perfil molecular diferencial que corrobora la identificación morfológica de las especies y permite realizar observaciones importantes sobre la similaridad genética de los vectores.


  6. Evaluación diagnóstica de fracciones proteícas de 92, 53, 39 y 12 kDa aisladas a partir de extractos crudos de metacéstodos de Taenia solium frente a saliva de pacientes con Neurocisticercosis


  Autores: Habib Yanine, Julio César Giraldo, Reinel Vásquez, Tomás Zamora, Juan Carlos Casas.


  Instituciones: Universidad Incca de Colombia, Universidad del Cauca.


  Correspondencia: jcesargiraldo@hotmail.com .


  Palabras Clave: neurocisticercosis, ELISA, saliva.


  Resumen: Para evaluar el desempeño diagnóstico de fracciones proteicas de larvas de Taenia solium y la combinacion de las mismas en el diagnóstico de NCC, se estandarizó un ensayo inmunoenzimático ELISA indirecto con las fracciones de 12, 39, 53 y 92kDa, mediante diseño de casos y controles, que permitió también establecer factores de riesgo (odds ratio) para la enfermedad. El mejor comportamiento diagnóstico en saliva lo presentó la fracción 12kDa con 72,72% de sensibilidad, 100% de especificidad, seguida por la de 53kDa con 56,52% de sensibilidad y 77,77% de especificidad.


  En suero el mejor desempeño lo presentó la fracción de 53kDa con 66,6% de sensibilidad y 100% de especificidad. El uso de mezclas de fracciones proteicas no presentó parámetros diagnósticos superiores a su uso individual. Los casos presentaron en su mayoría NCC inactiva 95.8%(23/24), siendo la edad promedio para los casos y controles de 40 +/- 16.06 y 44,6 +/- 20.82 años respectivamente (p=0.406). En ambos grupos se observó un mayor porcentaje de mujeres (75% para casos, 68,4 para controles, p=0.398).


  En cuanto a rangos de edades, se observó diferencia significativa (p=0.046) para los grupos de 21 a 30 años y 31 a 40 años, donde prevalecían los casos sobre los controles. Como riesgos clínicos se identificaron la cefalea, convulsiones, vómito, visión borrosa y epilepsia de inicio tardío. En cuanto a factores epidemiológicos se identificaron como riesgos: el contacto con personas teníasicas, antecedentes familiares de teníasis, lavado poco recuente de manos, nivel superior de educación, el preparar sus propios alimentos y el tener ocupaciones como ama de casa, educador, comerciante y trabajar en el área administrativa, factores que apoyaron la hipótesis de una fuente de infección fuera del núcleo familiar.


  7. Frecuencias alélicas y haplotípicas del sistema HLA ABDR en Colombia


  Autor: Humberto Ossa Reyes, Director Científico Laboratorio de Genética y Biología Molecular Centro Médico Country.


  Correspondencia: labgeneticaybiologia@cable.net.co


  Palabras claves: enfermedad renal, Red Nacional de Transplantes, Haplotipos HLA.


  Resumen: Dice el famoso adagio popular .Nadie sabe cuanto vale algo, hasta que lo pierde.. Digo esto porque conozco de cerca el drama terrible de los 12.600 colombianos que hoy en día asisten a las unidades de diálisis de todo el país para soportar durante 4 horas diarias, 3 días a la semana, 365 días al año que un aparato filtre su sangre, pues sus riñones están impedidos definitivamente para hacerlo. Estos pacientes debido a diversos factores pierden sus ri- ñones, quiero decir las funciones fisiológicas que este importantísimo órgano lleva a cabo de manera natural en las personas sanas. La función del Laboratorio de Genética y Biología Molecular, dentro de la red nacional de transplantes, es preparar la primera fase del transplante renal, de médula ósea y de otros órganos que ya es costumbre transplantar a nivel mundial como son corazón, hígado, páncreas, pulmón, hueso, cornea entre otros. Nuestro trabajo consiste en encontrar las diferencias o igualdades de un sistema genético llamado HLA entre el donante y receptor del órgano. Si las diferencias son muy grandes se corre el riego que se rechace el transplante, por esto se busca la mayor compatibilidad entre el donante y receptor. En compañía de la red nacional de transplantes y el Laboratorio de Genética y Biología Molecular se decidió adelantar un importantísimo estudio y nos dimos a la tarea de tabular y analizar 1.000 pacientes tipificados, tanto donantes como receptores, esto nos ha permitido conocer el panorama genético a nivel nacional del sistema HLA en Colombia.


  Inicialmente quisimos saber si existían diferencias significativas dentro de este sistema genético en la población de donantes y receptores y por esto comparamos los resultados de ambas poblaciones llegando a una gran conclusión: no existe ninguna asociación entre los genes HLA y la enfermedad renal dado que los estudios genéticos de las dos poblaciones en todos los genes analizados no presentan diferencias significativas. De todas maneras logramos deducir las frecuencias de los genes y los haplotipos del HLA, información valiosísima que irá a redundar en beneficio de todos los pacientes que hoy en día padecen de enfermedad renal porque de ahora en adelante y de acuerdo a la carga genética que cada uno porte, van a poder saber que tan fácil o difícil es conseguir un donante de órganos efectivo. Resaltemos aquí que esta información es valiosa para la Red Nacional de Transplantes, pues de ahora en adelante el cuerpo médico va a poder saber de antemano donde están las principales dificultades especialmente en la provincia para poder conseguir un donante de órganos cadavérico, que es la última solución para este grupo de colombianos que ha perdido la funcionalidad de sus riñones debido a una enfermedad renal.


  8. Identificación del Papiloma Virus Humano en mujeres que asisten al servicio de colposcopia de la Liga de Lucha Contra el Cáncer en la ciudad de Neiva.


  Autores: Yenny Montenegro1, Beatriz Caldón1, Adriana Esteves2, Henry Ostos1.


  Instituciones: 1Laboratorio de Medicina Genómica Universidad Sur Colombiana de Neiva,2Universidad del Rosario.


  Correo electrónico: yenny_mmm@yahoo.com


  Resumen: El presente estudio tuvo como objetivo identificar en mujeres que asisten al servicio de colposcopia de la Liga de Lucha contra el Cáncer de Neiva, la presencia de HPV mediante la estandarización de la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para HPV y para la diferenciación de los sub-tipos 16 y 18 en las mujeres positivas para pipiloma virus. Se tomaron 58 muestras positivas para HPV según colposcopia, y como control negativo se le realizo el mismo procedimiento a 20 muestras de citología normal para determinar la especificidad de la técnica. Dada la ausencia de una prueba oro, la sensibilidad se calculó comparando con las biopsias.

  En la extracción de ADN se emplearon tres métodos, obteniendo una eficiencia de 83.3% con fenol Cloroformo, 48.7% con la técnica de Walboomers y 93.7% con la de Gómez y cols. Para la evaluación del ADN, a las muestras se les realizo la amplificación del loci AMELOGENINA obteniendo producto en 26/50, de las cuales, 21 fueron positivas para HPV y de las positivas para HPV, 16 fueron positivas para HPV 16 y 2 para 18. En una mujer se encontraron los dos tipos, mientras que 4 fueron negativas para los dos. En conclusión, de forma similar a lo publicado, el tipo identificado con mayor frecuencia en esta muestra fue el HPV 16, hallado en el 76.2% de las muestras positivas para HPV. Es importante mencionar que en cuatro pacientes no fue posible llevar a cabo la tipificación, lo que podría indicar la presencia de más tipos circulante de alto riesgo en nuestra población. Al correlacionar las variables no se hallaron diferencias significativas entre la presencia de HPV y el estadio de la enfermedad, lo que puede indicar que la sensibilidad de nuestra técnica es buena y puede ayudar a un diagnóstico temprano, objetivo final de este tipo de investigaciones.


  9. Expresión génica de mecanismos moleculares implicados en la biosintesis del colesterol en un modelo animal


  Autores: Mónica María Diaz-López, Daniel Mauricio Serrano Triana, Dario Echeverri, Lorena Buitrago, Fernando Lizcano Losada.


  Institución:Universidad de La Sabana. Facultad de Medicina - Fundación Cardio-Infantil.


  Correspondencia:monica.diaz1@unisabana.edu.co


  Palabras claves: Aterosclerosis, Metabolismo Retrógrado del Colesterol, Agonistas de PPARg.


  Resumen: Los eventos iniciales en la aterosclerosis están mediados a nivel de endotelio por la presencia de macrófagos, los cuales se transforman en células espumosas por la captación de lípidos. Actualmente, se han realizado estudios para conocer la vía de eflujo de colesterol de dichas células, con el fin de contrarrestar los efectos iniciales de la enfermedad.


  Se han encontrado que los agonistas de PPARg ofrecen una buena alternativa para modular estos efectos, por lo que son considerados una alternativa terapéutica en el manejo de estos eventos.


  En el presente estudio se buscó establecer en un modelo animal la incidencia de agonistas de PPARg (Rosiglitazona) sobre la expresión de algunos genes que están involucrados en la vía retrógrada del colesterol (ABC A1, LXRa) y eventos proinflamatorios en la aterosclerosis (ILb1), mediante RT-PCR.


  Este estudio experimental fue aprobado por el Comité de investigación de la Facultad de Medicina de la Universidad de La Sabana. Informamos resultados de 15 conejas que han ingresado al estudio. El grupo 1 (Control; n=5) de conejas sanas con dieta normal; el grupo 2 (n=5) son conejas no ooforectomizadas con dieta hipercolesterolémica (suplemento de colesterol al 2% por un periodo de 16 semanas) y el grupo 3 (n=5) son conejas ooforectomizadas quirúrgicamente con dieta hipercolesterolémica, que han recibido durante 5 semanas con Rosiglitazona 3 mg/kg/día. Se realizaron los sacrificios según las normas establecidas, y se extrajeron muestras de hígado, aorta y tejido graso, mantenidos en nitrógeno líquido hasta su maceración y almacenamiento.


  Posteriormente, se realizó la extracción de RNA y procedimiento de RTPCR semicuantitativa, empleando como gen housekeeping la b-actina. Encontrándose que efecto de la Rosiglitazonasi produjo un incremento en la expresión de los genes involucrados en el metabolismo reverso del colesterol (LXRa , ABCA1), mientras que se disminuyó la expresión de ILb1. Lo que nos permitió concluir que la RosiglitazonaÒ podría aumentar el eflujo de colesterol desde macrófagos de la pared arterial pues en este estudio observamos un aumento de la expresión de LXR y ABCA1, genes comprometidos en la vía retrógrada del colesterol. Por otro lado induce una disminución de ILb1, que está involucrado en los eventos iniciales pro-inflamatorios de la aterosclerosis.
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