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  La molécula de la vida en su dimensión hipercompleja


  Diálogo entre saberes de sistemas complejos e hipercomplejos


  Olga Lucía Ostos Orrtíz, MsC

  


  Los procesos sociales son comportamientos propios de los seres vivos, sistemas complejos en su dimensión hipercompleja, es decir, en un nivel alcanzado por la vida al desplegar conciencia y ser capaz de representarse y explicar su existencia y la de los otros sistemas, sin negar la herencia de sus comportamientos biológicos pero matizados por los nuevos de la conciencia.


  La lectura del texto que se plantea considera que las condiciones iniciales, fundacionales, de cualquier sistema se hacen presentes en cada generación desde su origen y en las conductas de los mismos individuos.

  De la misma forma, existe un poder biológico pasivo propio de los seres biológicos o complejos, y un poder social activo hipercomplejo (político), poder que a través de la ciencia incide en lo biológico, cambiando los comportamientos heredados por los producidos por la conciencia y cuyos impactos no alcanzamos a dimensionar pero no dejan de ser producto de un ser biológico.


  El fin de este texto es actualizar la discusión entre azar y necesidad, entre la continuidad y la ruptura en el despliegue de los sistemas y busca aportar al diálogo entre saberes de sistemas complejos e hipercomplejos.


  La molécula de la vida (ADN): autopoiesis y auto-organización social.


  La autopoiésis en sentido estricto la define Luhman como “la capacidad de los sistemas de producirsea sí mismos”, afirmación aplicable a cualquier sistema y por ende, fenómeno social (1,2). En este sentido, ninguna molécula explica mejor este fenómeno que el ADN, para entender este enunciado es importante analizar su estructura y función; La macromolécula de ADN está constituida por dos cadenas de nucleótidos complementarias.


  Los nucleótidos, que están formados por la unión de un grupo fosfato (ácido fosfórico), un azúcar (la molécula pentosa 2-desoxi-D-ribosa) y una base nitrogenada,se encadenan entre sí mediante la unión del azúcar de uno de ellos con el azúcar del contiguo a través del fosfato. El grupo fosfato y la desoxirribosa constituyen una especie de columna vertebral que sirve de sostén a las bases nitrogenadas de cuatro tipos diferentes; dos de ellas -la adenina (A) y la guanina(G)- son púricas, con estructura en doble anillo, las otras dos -la citosina(C) y la timina(T)- son pirimídicas, con estructura en anillo simple (3).


  Las cuatro bases nitrogenadas que conforman el ADN se orientan hacia las bases de la cadena complementaria con la que se ligan por medio de puentes de hidrógeno, Figura 1.
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  Figura 1. Estructura de la molécula de la vida (ADN). Se conforma de 4 bases nitrogenadas: adenina (A), guanina (G), citosina (C) , timina (T), un azúcar dexosirribosa y un grupo fosfato.


  La estructura de las bases es de tal naturaleza que la G sólo se une con la C (lo hace por medio de tres puentes hidrogenados) y la A con la T (lo hace por medio de dos puentes de hidrogeno). Esto significa que mientras la secuencia de bases de una de las cadenas no responde, en principio, a ningún orden preestablecido, el orden de las bases de la segunda estará determinado por la primera (3).


  De la misma forma, las cadenas poliméricas complementarias se presentan como una doble hélice o espiral determinada por dos hebras -las columnas vertebrales constituidas por azúcares y fosfatosque se enrollan en forma paralela alrededor de un eje imaginario a la manera de una escalera caracol, figura 2.
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  Figura 2. Estructura plectonémica del ADN.


  Así mismo, la molécula del ADN tiene la capacidad de autoreplicarse, en términos de Luhman de auto producirse (2). La duplicación del ADN supone, primero, la separación de las dos cadenas mediante mecanismos enzimáticos y luego, a causa del carácter obligatorio o complementario del apareamiento de bases, la síntesis enzimática de una cadena idéntica a aquella de la que se separó. Esta fidelidad de la duplicación asegura que la información genética contenida en esa molécula de ADN se transmita fielmente, sin cambios, de célula a célula, generación tras generación. El orden de los peldaños forma una escalera y la secuencia completa determina las características de cada organismo
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  Figura 3. Auto-replicación de la molécula del ADN


  Es precisamente la capacidad de autoproducirse manteniendo la fidelidad de la autoreplicación la que da sentido a la autopoiesis y a la vida, es importante resaltar que cualquier cambio en la secuencia de la molécula generaría pérdida de identidad e inestabilidad en la misma. Desde el punto de vista social, en términos de Jorge Etkin y Leonardo Schvarstein (4), dos teóricos organizacionales, que definen identidad organizacional como: “una condición de existencia para la organización” y la caracterizan como rasgo de invariancia institucional, de autosuficiencia, de permanencia en el tiempo.


  Es decir, la organización social al igual que la molécula de ADN requiere mantener los rasgos que le permiten ser y autoproducirse. Desde la lógica de Edgar Morin (5) a través de las tres causalidades de la complejidad: la lineal (causa- efecto), la retroactiva (necesidad de regulación)y la recursiva (los efectos y productos son necesarios para el proceso que las genera) se evidencian fenómenos de autopoiesis en las organizaciones sociales (5).


  Así mismo, otra característica estructural con repercusiones funcionales del ADN es que su organización permite indefinidas opciones en la forma como se organizan las bases nitrogenadas en sentido vertical, pero en sentido horizontal los eslabones correspondientes de una cadena generan el carácter obligatorio de la secuencia de bases de la otra, es decir, estamos ante una molécula que es al tiempo estructuralmente rígida pero flexible (Ej. Cambios en una sola base en un gen constituido por 5000pb genera inestabilidad), figura 2.


  Dicha estructura rígida y a la vez flexible genera la posibilidad de mutaciones o polimorfismos (múltiples formas de un gen) que al igual que en las organizaciones sociales permiten el establecimiento de relaciones dialógicas y dialécticas (procesos dinámicos) entre el orden y el desorden (la entalpia y la entropía) la estabilidad y la inestabilidad, la certeza y la incertidumbre que nos lleva a pensar que desde las organizaciones biológicas y sociales existen lógicas polares, modos diferentes de enfrentar la misma realidad.


  Es así como el ADN presenta tres organizaciones espaciales diferentes, todas ellas con forma de hélice, a las que se ha denominado A, B y Z. La figura muestra en el caso de las bases complementarias G-C, por dónde pasa el eje imaginario de la hélice en cada uno de estos tres tipos de ADN. Como puede observarse, la ubicación del eje modifica la profundidad de los surcos mayor y menor. Por lo general, el ADN se presenta bajo la forma B, pero Watson y Crick (3) observaron que en condiciones de deshidratación podía adoptar la organización espacial A. Es decir, estamos frente a una molécula capaz de adaptarse, figura 4.
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  Figura 4. Formas A-B y Z del Acido Desoxirribonucleico.


  

  En cuanto a las organizaciones sociales la adaptación es definida por Etkin y Leonardo Schvarstein como “la transformación interna que resulta de una conjunción de factores ambientales y capacidades internas”, convirtiéndose en una característica importante de la estructura de los sistemas. En ambos ejemplos la adaptación no compromete la identidad ni la invariancia institucional y se establece un vínculo con la plasticidad. Desde la molécula de ADN el fenómeno de plasticidad es complementario al de adaptación. De igual forma, Etkin(4) refiere los conceptos de identidad y estructura organizacional como complementarios y relacionan la plasticidad estructural de las organizaciones con el concepto de adaptación organizacional. En términos de Morin(5), “cuanto más compleja es una organización más tolera el desorden”.


  Así mismo, dado que el ADN es un polímero con propiedades elásticas,cuando se produce la ruptura de una de las dos cadenas complementarias en una molécula superenrollada, la cadena rotagira sobre la sana hasta que se pierde el superenrollamiento. Por tal motivo, cualquier agente físico (radiaciones ionizantes) o químico (bleomicina, radicales libres, etc.) capaz de romper el ADN tienen la capacidad de relajar la molécula circular. Sin embargo la molécula es capaz de responder a agresiones externas y autoregenerarse a través de moléculas especializadas encargadas de reparar el daño (conocidos como sistemas de reparación del ADN). Pero esta repuesta al daño mediada por moléculas especializadas tiene un límite y cuando ocurre rompimiento no controlado de la hebra del ADN se activa un sistema de tolerancia que hace “pensar” a la molécula que el daño es “normal” es decir la molécula de ADN también es capaz de adaptarse a dichas condiciones, generalmente con efectos adversos en su identidad, es decir el sistema se determina así mismo.


  Si trasladamos dicho fenómeno a las organizaciones sociales podríamos relacionarlo con lo que los autores han denominado la cultura organizacional (4), definida como: “los modos de pensar, de creer y hacer las cosas se encuentren o no formalizadas” que se instauran en la organización por imitación, por interacción y por aprendizaje y se integran con los caracteres del entorno que comparte con la organización, es decir, en este sentido las organizaciones aprenden de su contexto y se adaptan en condiciones que pueden afectar la estructura organizacional.


  Conclusiones preliminares


  1. Las lógicas biológicas permiten comprender y analizar las lógicas sociales desde una mirada holística y universal.

  2. Desde esta perspectiva, el análisis de la molécula de ADN genera herramientas que permiten la compresión de las etapas de la complejidad enunciadas por Edgar Morin (5): (i) uno es más que la suma de las partes que los constituyen, (ii) el todo, es entonces, menos que la suma de las partes, (iii) todo es más y al mismo tiempo menos que la suma de las partes.

  3. La autopoiesis organizacional abarca conceptos como identidad, auto ecoproducción, adaptación, invarianza, cultura organizacional, desorden-orden, complejidad, complementariedad que pueden ser analizados desde múltiples relaciones.

  4. El concepto de heterogeneidad se vuelve fundamental en el análisis de las organizaciones desde la mirada del paradigma de la complejidad y el análisis del ADN permite entender la lógica de sus relaciones.


  Finalmente y a partir de esta breve presentación de la estructura y las funciones que cumple la maravillosa molécula de la vida podemos afirmar que es capaz de autoduplicarse, de transmitir la información, de modificar su arquitectura y funcionamiento, de mutar, fijar y también corregir los cambios.


  Con base en el análisis de la estructura del ADN que se analizó en el presente apartado se desarrollará un análisis de los dominios de la organización social y la organización biológica del ADN.


  Desde la molécula de la vida a los dominios de la organización social


  Como se analizó en el apartado anterior la molécula de ADN tiene una estructura, figura 1, que determina su identidad y le permite el establecimiento de relaciones al interior y fuera de sí misma, figura 5. Estas relaciones son fundamentales en el mantenimiento de su integridad, en sus procesos autónomos de replicación, transferencia y traducción en procesos cooperativos con moléculas especializadas (3).


  De la misma forma, Jorge Etkin y Leonardo Schvarstein en su texto proponen 3 dominios de la organización como conceptos instrumentales y operacionales, disyuntivos que se ilustran a continuación, figura 6.
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  Figura 5. Esquema de interacción entre las moléculas de ADN, ARN que permiten la síntesis de

  proteínas (objetivo de la relación entre organizaciones).


  En el dominio de las relaciones la naturaleza de los vínculos se da por: (i) rasgos que determinan la identidad de la organización, (ii) las necesidades y deseos que los integrantes tratan de satisfacer, (iii) los recursos existentes y la cultura organizacional. La heterogeneidad de las relaciones genera conflictos que se resuelven por mecanismos de poder (4).
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  Figura 6. Dominios de la organización, propuestos por Jorge Etkin y Leonardo Schvarstein (4).


  Por otra parte, la evaluación de la naturaleza de los vínculos analiza teniendo en cuenta: (a) la pertenencia (grado de adhesión), (b) la pertinencia (c) el grado de realización de las tareas prescritas, (d) la cooperación (complementariedad o suplementariedad de roles y clima de confianza, (e)la comunicación (emisores, receptores, canales, naturaleza de los ruidos), (f ) aprendizaje (adaptación a la realidad). El tiempo en este dominio se explica en términos de aquí y ahora.


  En el dominio de los propósitos (3) los integrantes de las organizaciones proponen metas y políticas que orientan su acción, el dominio es caracterizado por su complejidad, intencionalidad y la búsqueda de la racionalidad. El tiempo esta orientado por el futuro y se constituye de ideas complementarias, suplementarias y/o contradictorias.


  El dominio de las capacidades existentes incluye los esquemas de valores y creencias que utiliza para legitimar los propósitos y los mecanismos de poder y la lógica imperante es el usufructo. El tiempo es estándar; la idea de tiempo se utiliza para comprender los sucesos en el marco de los ciclos que la incluyen (4).


  Los dominios enunciados establecen relaciones; el dominio de las relaciones y el de los propósitos se articulan mediante el concepto de rol definido como la forma específica de comportamiento asociado al cumplimiento de las tareas prescritas de una organización(4).


  De la misma forma, el articulador entre el dominio de las relaciones y el de las capacidades existentes es la capacitación, y entre el dominio de los propósitos y las capacidades existentes corresponde a los procesos de productividad, entendida como la tendencia al uso más eficiente de las capacidades existentes.
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  Figura 7. Relaciones de orden interno o externo que impactan la organización social.
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  Figura 8. Perturbaciones de orden interno o externo que impactan la organización social.


  

  Hay un concepto que en el ámbito de las organizaciones biológicas que considero es fundamental y al que no se le da la misma importancia, por lo menos en el texto de Etkin, en las organizaciones y es el concepto de trabajo colaborativo- trabajo en equipo. Dicho concepto fundamental para establecimiento de las relaciones, para el cumplimiento de los propósitos y la amplificación de las capacidades.


  En nuestro objeto de análisis el ADN se convierte en una molécula clave en la toma de decisiones de la organización biológica porque orienta la síntesis proteíca, pero el cumplimiento del objetivo solo es posible mediante estrecha cooperación con otras moléculas que tienen roles específicos en la transcripción (RNAm) y en el proceso de traducción (RNAt) es la coordinación de sus roles lo que genera las capacidades para cumplir el propósito de sostener la vida tal y como la conocemos.


  Al igual que en las organizaciones sociales, el ADN puede verse sometido a perturbaciones internas y externas de diferentes tipos que afectan sus relaciones con el RNA y por consiguiente generan cambios en el cumplimiento de sus propósitos de poniendo en riesgo la misma vida. Es importante resaltar que la racionalidad del consumo energético en el cumplimiento de sus funciones es fundamental en las moléculas biológicas, existe una particularidad en el establecimiento de las relaciones y roles y es el equilibrio energético un tema que podría ser de bastante interés, en el estudio de las organizaciones sociales.


  Conclusiones


  1. La relación dialógica universal establece estabilidad y cambio estructural.


  2. La cooperación es un concepto fundamental para el cumplimiento de los propósitos en una organización.


  3. Las perturbaciones internas o externas que no son corregidas en una organización comprometen la viabilidad de la organización.
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  Resumen


  Una de las características más sobresalientes del sistema HLA es el gran polimorfismo, propiedad que le confiere un papel destacado en todos los estudios sobre la variabilidad biológica humana. Con el objeto de determinar las frecuencias alélicas y haplotípicas para el sistema HLA clase I por medio de la técnica PCR-SSP, se seleccionó una muestra de 72 indígenas integrantes de la población Motilón-Bari de las comunidades Ishtoda, Brubucanina, Ocbabuda, Suerera, Asabaringcayra y Shubacbarina del Catatumbo, Norte de Santander, Colombia. Las pruebas estadísticas se realizaron mediante los programas Genepop y Arlequín versión 3.1. Los alelos HLA clase I de mayor frecuencia en la población estudiada fueron: A*02(47.14%), A*24(47.14%), B*08(32.86%), B*65(40%). Se compararon las frecuencias alélicas con las reportadas en un estudio previo realizado en el Perijá venezolano, donde se estudiaron los polimorfismos del sistema HLA clase I de la población Bari que habita en el estado de Zulia. Es notable en todos los estudios de la etnia Barí, que a pesar de presentar un polimorfismo de variabilidad reducida, mantiene un alto nivel de heterocigotos.


  Palabras clave: frecuencias alélicas, genotipo, haplotipo, HLA clase I, PCR-SSP.


  Abstract


  
    Allele and haplotype frequencies of HLA class I (loci a *, b *) in an indigenous population Motilón-Bari, Norte de Santander, Colombia

    

  


  One of the salient features of the HLA system is the high polymorphism, a property which gives it a prominent role in all studies of human biological variability. In order to determine the allele and haplotype frequencies for HLA Class I by PCR-SSP technique, we selected a sample of 72 indigenous members of the population-Bari Motilón Ishtoda communities, Brubucanina, Ocbabuda, Suerera, Shubacbarina Asabaringcayra and Catatumbo, Norte de Santander, Colombia. Statistical tests were performed using software version 3.1 Genepop and Harlequin. HLA class I alleles with higher frequency in the population studied were: A * 02 (47.14%), A * 24 (47.14%), B * 08 (32.86%), B * 65 (40%). Allele frequencies were compared with those reported in a previous study in the Venezuelan Perijá, where we studied the polymorphisms of HLA class I Bari population living in the state of Zulia. It is notable in all studies of ethnic Bari, who despite having a reduced variability polymorphism maintains a high level of heterozygotes.


  Keywords: allelic frequencies, genotype, haplotype, HLA class I, SSP-PCR.


  Introducción


  El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) contiene los genes que codifican para el sistema HLA, que se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6 humano y ocupa una región de 4000 Kb (1). Una de las características más interesantes de este sistema es el gran polimorfismo que posee con la presencia de un amplio número de variantes alélicas de cada uno de los locus genéticos que lo constituyen (2). Su alta variabilidad genética ha sido de gran interés en muchos campos debido a su papel determinante en la respuesta inmune, susceptibilidad o resistencia a enfermedades, especialmente autoinmunes (3).


  Actualmente la población colombiana está constituida por tres grupos étnicos mayores: la población mestiza, formada por la mezcla entre caucásoides europeos con amerindios nativos y negroides, que conforman hasta un 85% del total de la población (4), los grupos afroamericanos representan el 10.6% y las poblaciones indígenas aproximadamente el 3.4% del total de la población colombiana (5). Los Barí, conocidos como Motilones o Dobukubi son una tribu de amerindios que habitan en la Serranía del Perija, Norte de Santander, área ocupada por más de 20 comunidades localizadas en el límite entre Colombia y Venezuela, Figura 1 (6,7), pertenecen a la familia lingüística Arawak (8), tienen su propia lengua Barí-ara, donde cada palabra representa lo que para ellos significa “ser auténticos en su relación con la naturaleza y con todo lo que en ella rodea”. Se encuentran distribuidos en 23 comunidades, de las cuales 6 hicieron parte de esta investigación: Ishtoda ubicada en Tibú y Brubucanina, Ocbabuda, Suerera, Asabaringcayra, Shubacbarina ubicadas en el municipio de Teorema, Norte de Santander (9).


  Este estudio permitió determinar las frecuencias alélicas, genotípicas y haplotípicas, el índice de mezcla de la población y asociación con enfermedades genéticamente relacionadas con el HLA como la tuberculosis, Figura 1.
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  Figura 1. Territorios étnicos indígenas Norte de Santander.


  Materiales y métodos


  Las muestras de ADN de 72 individuos correspondientes a 12 familias de la étnia Barí fueron muestreadas de la siguiente manera: comunidad Suerera (n=6), Shododra (n=8), Shubabarina (n=30), Axsabaricayra (n=10), Obabura (n=4) y Brubucanina (n=14). El ADN fue extraído según el protocolo Salting Out propuesto por Miller y colaboradores (10), con algunas modificaciones realizadas en el Laboratorio de Genética y Biología Molecular (LGBM). Se tomaron muestras de sangre periférica con EDTA. La tipificación se realizó mediante la técnica de PCR-SSP (Sequence Specific Primers) que consiste en la amplificación de ácidos nucleicos mediante el uso de cebadores alelo-específico. Las frecuencias alélicas y genotípicas fueron determinadas por estimación de máxima verosimilitud. El equilibrio de Hardy-Weinberg para cada locus y las frecuencias haplotípicas fueron estimados con el paquete de Arlequín versión 3.1.


  Resultados


  La tipificación HLA clase I de la población indígena Barí mostró la presencia de 4 alelos en HLA-A* y 6 alelos HLA-B*, Tablas 1 y 2. En esta población las frecuencias más altas se observaron para HLA-A*02(47.14%), A*24(47.14%). Para el locus B se observó la mayor frecuencia de los alelos B*65(40%), B*8(32.86%). Las frecuencias correspondientes a los genotipos se muestran en las Figuras 2 y 3 y Tablas 3-4, observando el mayor porcentaje para los genotipos A*24 A*02 y B*65 B*08. Los haplotipos más frecuentes son: A*24 B*65 (32.35%), A*02 B*08 (17.64%) y A*02 B*35 (11.76%), Tabla 5, Figura 4. La población se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg para los dos locus estudiados, Tabla 6. El polimorfismo para ambos locus en esta población se encuentra reducido a 4 grupos alélicos del HLA-A A* de los 22 existentes a nivel mundial y 6 de los 40 para el locus B*, tal como se puede observar en la Tabla 7 (11).


  Tabla1. Frecuencias alélicas locus HLA-A*. 2n=
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  Tabla 2. Frecuencias alélicas locus HLA-B*. 2n=35
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  Tabla 3. Frecuencias genotípicas del locus HLA-A*. 2n=35
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  Figura 2. Frecuencias genotípicas del HLA-A*
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  Figura 3. Frecuencias genotípicas del HLA-B*


  



  Discusión


  Los resultados obtenidos muestran una alta frecuencia de los alelos A*02(47.14%), A*24(47.14%) y B*65(40%), B*8(32.86%). Estos resultados son similares al estudio realizado a la población Barí del estado de Zulia en el locus A*, donde los alelos de mayor frecuencia fueron A*02(31.67%) y A*24 (25%); en el caso del locus B* se presentan diferencias entre las poblaciones reportándose para el Zulia B*18(30%), B*44(18.33%) y B*35(13.33%), siendo este último el tercer alelo más frecuente también para la población Barí colombiana (12). Dichas diferencias en el locus B* pueden obedecer al distanciamiento entre las dos poblaciones y a la posible mezcla que presentan los Barí venezolanos con caucasoides o la persistencia de un alelo de origen asiático. Ossa y colaboradores encontraron que en la población colombiana los alelos A*02, A*24 representan el 54% de la diversidad alélica por el locus A* (13).


  Tabla 4. Frecuencias genotípicas del locus HLA-B*. 2n=35
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  Tabla 5. Frecuencias haplotípicas locus HLA- A* y B*
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  Figura 4. Frecuencias haplotípicas locus HLA-A* y B*


  Tabla 6. Equilibrio de Hardy Weinberg


  [image: ]


  Tabla 7. Polimorfismo del Locus HLA-A* y HLA-B*.
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  Datos similares son reportados por Cao y su equipo (14) donde muestran que el alelo A*2 es muy frecuente en poblaciones caucásicas, nativos norteamericanos e hispanos. Todos estos resultados mantienen similitud con los encontrados en la población Barí, lo cual muestra la existencia de mezcla entre estas poblaciones. En el locus B* los alelos más frecuentes en la población colombiana son B*35 (19%) y B*51(13%), presentes también en la población Barí colombiana con una frecuencia de 14% y 0.2% respectivamente (13).


  Según la segregación gamética de las familias indígenas podemos observar 12 haplotipos diferentes, siendo los más frecuentes A*24 B*65, A*02 B*08, y A*02 B*35. Para la población Barí venezolana los haplotipos más frecuentes son A*2 B*35, A*2 B*15 y A*2 B*18. Estudios realizados por Layrisse y colaboradores, determinaron que el haplotipo A*2 B*35 es frecuentemente encontrado en poblaciones amerindias (15). Los resultados de equilibrio Hardy- Weinberg muestran que la población se encuentra en equilibrio para los dos loci. Yunis y colaboradores (16) analizaron el grupo sanguíneo de los indígenas Motilón-Barí, obteniendo como resultado que dicha población se encuentra en equilibrio a pesar de su reducido polimorfismo observado respecto a la población colombiana y mundial. La presencia elevada de heterocigotos ha sido favorecida por fuerzas selectivas a pesar de la poca variabilidad genética.
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  Resumen


  El ADN libre en sangre incrementa con algunas condiciones patológicas y ciertos estados fisiológicos. Varios reportes en la literatura han resaltado que el ADN libre en plasma o suero tiene potencial clínico como una posible herramienta para el pronóstico de cáncer en humanos. Sin embargo, hasta el momento no se tienen valores de referencia de individuos sanos con un tamaño de muestra representativo y tampoco se han descrito valores para poblaciones específicas como la bogotana. Es por ello que en el presente estudio se cuantificó la concentración de ADN libre en personas sanas de la población bogotana y así se estableció un rango normal o valor de referencia, adicionalmente se analizó la relación entre los niveles de ADN libre y las características como edad y género. La concentración de ADN libre en la población bogotana fue de 0,72 ng/μL y no se encontraron diferencias significativas entre las edades y los géneros.


  Palabras clave: ADN libre, ALU, PCR tiempo-real, rango de referencia.


  Abstract


  Quantification of free DNA in blood plasma of healthy volunteers in Bogotá population


  The free DNA in blood increases with some pathological conditions and certain physiological state. Several reports in the literature have highlighted that the free DNA in plasma or serum has clinical potential as a possible tool for the prognosis of human cancer. However, so far there are no reference values of healthy individuals with a representative sample size and no values have been reported for specific populations such as Bogota. That is why in this study we quantified the concentration of free DNA in healthy people of the Bogota population and thus established a normal range or reference value, the relationship between levels of free DNA and characteristics such as age and gender was further analyzed. The concentration of free DNA in the Bogota population was 0.72 ng/μL and no significant differences between ages and genders were found.


  Keywords: ALU repeats, free DNA, real-time PCR, reference value.


  Introducción


  El ADN libre en sangre, bajo condiciones normales, se encuentra en muy bajas concentraciones, asociado a los procesos de muerte celular, que ocurre normalmente en el recambio celular, que a su vez se asocia entre otros al catabolismo aumentado de los glóbulos blancos en voluntarios sanos (1), lográndose cuantificar en el torrente sanguíneo en muestras como suero o plasma, además de muestras como orina, leche materna y saliva (2-4). El ADN libre es resistente a las RNAsas, debido a que éstas solo pueden degradar ADN de cadena sencilla (ssADN) mientras que el ADN que se encuentra libre en el torrente sanguíneo, generalmente es de doble cadena (5,6).


  Las concentraciones de ADN libre en sangre pueden verse alteradas por distintas circunstancias, que en general se pueden resumir en daño a tejidos, inflamación, embarazo, infecciones, cáncer y trauma (7-9). En pacientes enfermos con cáncer la concentración de ADN libre disminuye en respuesta a quimioterapia (10) y se incrementa cuando hay una diseminación del tumor o metástasis (10-13).


  Existe gran divergencia entre valores de referencia de la concentración de ADN libre en voluntarios sanos. Para Wu y colaboradores la concentración de ADN libre en individuos sanos es de 57,1 +/- 30,6 ng/mL (14); otros muestran concentraciones de 0 hasta 35,2 ug/mL (9); para otros autores, los valores normales son de 10 a 30ng/mL con una media de 13 ng/mL (1) o de 18 ng/mL (15). Adicionalmente, la concentración de este ADN aumenta en pacientes con cáncer excediendo los 100 ng/mL hasta aproximadamente 180 ng/mL (1,16).


  En pacientes con cáncer de pulmón se han reportado medias de 318 ng/mL (15). Se hace necesario establecer los valores normales de la cuantificación de ADN libre en diferentes regiones de población colombiana, y así poder establecer una comparación con pacientes que padezcan alguna de las patologías anteriormente mencionadas, pues la divergencia en estos valores reportados podría llegar a ser tal que, al realizar dichas comparaciones, se incurra en errores obteniéndose valores de cuantificación equívocos que puedan resultar en un informe deficiente a la hora de hacer determinaciones de enfermedades por medio de esta técnica.


  Este estudio tuvo como objetivo determinar la concentración de ADN libre en personas sanas en la población bogotana, para establecer un rango normal o rango de referencia mediante la técnica de PCR en Tiempo-Real sin realizar pasos de extracción y purificación de ADN.


  Materiales y Métodos


  Recolección de muestras

  Se tomaron muestras de sangre con EDTA de 340 voluntarios sanos que asistieron a la toma de exámenes de rutina al laboratorio clínico del hospital de Engativá e IPS Dinámica. Todos los participantes firmaron el consentimiento informado.


  Procesamiento de las muestras

  Las muestras de sangre periférica se centrifugaron a 2500 RPM durante 10 minutos, posteriormente se extrajo el plasma y se volvió a centrifugar a 7000 RPM durante 10 minutos y se almacenaron a -70ºC, luego las muestras se procesaron en un lapso no mayor a 6 horas posteriores a la toma. Se realizó un procesamiento estándar de digestión con proteinasa K (Bioline) para eliminar proteínas que se unen al ADN y que pueden afectar la q-PCR; para esto se utilizó una concentración de 5μg/mL de proteinasa K en un buffer que contiene 50mM de Tris-HCL y 2 mM de acetato de calcio, el cual se diluyó en 40 μL de plasma, esta mezcla fue incubada toda la noche a 37°C. Luego de esto, para evitar interferencias asociadas con procesos de separación adicionales, se amplificó el ADN directamente del plasma sanguíneo tratado con la proteinasa K.


  Cuantificación de ADN en plasma

  Para la cuantificación de ADN libre presente en plasma se utilizó el protocolo establecido por Umetani y colaboradores (17,18). La q-PCR se realizó con el kit de Sybr green (Applied Biosystem), amplificando la secuencia ALU 115 usando los primers:5`CCTGAGGTCAGGAGTTCGAG 3`y 5`CCCGAGTAGCTGGGATTACA3`. La cuantificación absoluta se llevó a cabo con el equipo de q-PCR ABI 7500 Real-Time PCR System, utilizando una curva estándar de concentración (2.5*10-06 a 2.5 ng) para cada reacción se calculó la concentración de ADN con los Ct (Ciclo Umbral) respectivos de cada paciente. Un control negativo (sin molde) fue usado en cada reacción. Se realizó la evaluación en gel de agarosa al 2 % para confirmar el tamaño del producto.


  Los componentes y concentraciones de cada reacción de ALU - q-PCR fueron los siguientes: 12,5 μL de Master Mix (Syber Green Applied Biosystem), 12,05 μL de agua, 50 mM de primer forward y reverse y 0,2 μL de molde.


  Análisis estadístico

  Los resultados se analizaron con el programa XLSTAS 2008. Al no cumplirse los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza se realizó estadística no paramétrica para determinar si existían diferencias de concentración de ADN entre mujeres y hombres y entre los diferentes rangos de edad establecidos, para la cual se definió como P < 0,05.


  Resultados


  Tamaño de la muestra

  El cálculo de la muestra se hizo empleando un muestreo aleatorio simple a partir de la varianza obtenida de un premuestreo para los cuatro rangos de edad. Así, para cada rango de edad, se realizó un premuestreo de 20 individuos y el n poblacional resultante del análisis de varianza para cada rango fue el siguiente: Rango 1 n=100, Rango 2 n= 65, Rango 3 n=60, y Rango 4 n= 61.


  Número de muestras

  De las 340 muestras de las entidades participantes, 190 correspondieron a Dinámica IPS y 150 al Hospital de Engativá. En la Tabla 1, se resumen los datos recolectados. Se excluyeron el 7,3 % de las muestras porque no se observó especificidad en la curva de disociación o porque los valores obtenidos estaban fuera de los límites establecidos en la curva estándar.


  Curva estándar

  La curva estándar tuvo un coeficiente (r2) 0,982 y una eficiencia del 98%, el límite máximo y mínimo de cuantificación de ADN en plasma fue 2,5 ng y 0,001 pg/μL respectivamente, la linealidad se mantuvo desde el primer punto de la curva hasta el último, Figura 1.


  Concentración de ADN libre en plasma por PCR tiempo-real


  Las concentraciones de ADN libre en plasma por q-PCR con lo primers ALU fue 0,72861 ± 1,28291591 ng/μL (Media y SD) para el total de las 340 muestras.


  Niveles de ADN libre en plasma en mujeres y hombres


  Se compararon los niveles de ADN libre en plasma en 160 muestras del género masculino y 180 muestras del género femenino. Para las mujeres se obtuvo una concentración promedio y desviación estándar de 0,46464745 ± 1,14 ng/μL respectivamente y para los hombres 0,62225767 ± 1,75 ng/μL, Figura 2.


  Después del análisis estadístico no se encontraron diferencias significativas entre hombres y mujeres (P>0,7) (Man-Whitney)(Kruskal-Wallis).


  Tabla 1. Resumen de las características socio-demográficas más relevantes.
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  Figura 1. A) Electroforesis en gel de agarosa al 2% confirmando el tamaño del amplificado de la curva estándar en la q-PCR, MM: Marcador de peso, 1: dilución 1/10, 2: 1/100, 3: 1/1000, 4: 1/10000. B)

  Regresión lineal. En el eje X está el logaritmo de la concentración de cada dilución 2.5*10-06 a 2.5 ng y en el eje Y los Ct de los mismos.
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  Figura 2. Concentración promedio y desviación estándar de ADN libre en plasma de 160 hombres y 180 mujeres


  Niveles de ADN libre en plasma en diferentes rangos de edad


  De los 4 rangos de edad establecidos, se obtuvieron las siguientes concentraciones: los niños menores de 10 años tuvieron una concentración promedio de 0,86154482 ± 1,22926684 ng/μL, el rango de 11 a 26 años tuvo una media de 0,61047658 ± 0,56593443 ng/μL, las personas de 27 a 40 años tuvieron una media de 0,51797072 ± 0,22067375 ng/μL y los adultos mayores de 41 años tuvieron una concentración media de 0,50118392 ± 0,25799191 ng/μL, Figura 3. No se observaron diferencias significativas en la concentración de ADN libre en plasma entre los diferentes rangos de edad (p>0,05) (Friedman).
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  Figura 3. Concentración promedio y desviación estándar de ADN libre en plasma de los 4 rangos de edad.


  Adicionalmente se analizaron las concentraciones de ADN libre en sangre entre los diferentes estratos y entre los individuos que presentaron antecedentes con cáncer y los que no, para esto se realizaron pruebas no paramétricas que se ajustaron a la distribución de los datos. No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes estratos sociales, ni entre los individuos con antecedentes con cáncer y los que no tenían (p>0,05) (Friedman)( Man-Whitney). Se compararon los niveles de ADN libre en plasma de ambos géneros en cada uno de los rangos y como resultado se obtuvo que en ninguno de los rangos hubo diferencia significativa (p> 0,05), Figura 4.
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  Figura 4. Concentración promedio y desviación estándar de ADN libre en plasma de hombres y mujeres de cada rango de edad.


  Discusión


  En este trabajo se determinó la concentración media de ADN libre en plasma de la población bogotana, con el fin de poder utilizarla como un valor de referencia para posteriores estudios en los que se deseé comparar los niveles de ADN libre en plasma respecto a diferentes enfermedades. Cabe resaltar que para dichas comparaciones es preciso seguir un mismo protocolo (método de separación del plasma, mismos primers, cuantificación directa desde el plasma evitando el método de extracción) para que sean comparables los niveles. Se pudo cuantificar el ADN libre en el plasma en voluntarios sanos al igual que lo han realizado varios autores (1, 14, 15, 17, 18), esto se verificó con los resultados obtenidos mediante la q-PCR; se evidenció con la curva de disociación y con un gel de agarosa al 2 % la banda o amplicon esperada de 115pb (ALU115).


  En otros estudios, en donde han utilizado pequeños grupos de personas como controles, se han encontrado concentraciones medias de ADN libre en plasma de 0,0571 +/- 0,0306 ng/μL (14); existen estudios que aceptan concentraciones de 0 hasta 35,2 ng/μL (9); para otros autores, los valores normales son de 10 a 30ng/μL, con una media de 0,013 ng/μL (1) o de 0,018 ng/μL (15), mientras que en esta investigación se encontró una concentración promedio de 0,72 ng/μL, la cual es superior a las anteriormente reportadas, esto se puede asociar a las diferentes técnicas utilizadas en las cuales se realiza extracción y purificación de ADN en donde puede haber una pérdida de ácidos nucléicos.


  Además, las técnicas utilizadas en algunos casos no son precisas, por lo que en el estudio de Steinman y colaboradores, donde hay un valor muy elevado puede ser producto de la técnica (9). Por esta razón no es conveniente comparar los resultados obtenidos en este trabajo con los ya publicados por otros investigadores que realizan extracción y purificación de ADN. Sin embargo, Umetani y colaboradores (17,18), cuantificaron ADN libre directamente del plasma y del suero, encontrando que para una muestra de 51 voluntarios sanos de California, Estados Unidos, la concentración media fue de 0.34 ng/μL, mientras que en la población bogotana se obtuvo una concentración promedio de 0,729 ng/μL.


  Estas diferencias se podrán asociar a las variabilidad genotípica que existen entre las diferentes poblaciones, en este caso Estados Unidos y Colombia, sin embargo, también podría tener influencias importantes en relación a aspectos de carácter nutricional y a las posibles diferencias existentes en el recambio celular que podrían ser mayores en Bogotá debido a la diferencia de alturas (California está al nivel del mar mientras Bogotá está a 2600 metros), no obstante es importante tener tamaños muestréales más representativos para poder comparar los valores.


  Al observar las desviaciones estándar obtenidas en los cuatro diferentes rangos y en el total de los datos se pueden inferir los siguientes aspectos: en primer lugar, es importante resaltar que para la media global de 0,72 la desviación estándar de 1,28 es bastante grande ya que sobrepasa el valor de la media, este valor tan alto se debe a la existencia de varios valores extremos, sin embargo, al analizar las medias y desviaciones estándar de los 4 rangos de edad se observa que un solo rango es el que extremos y una desviación estándar por encima del promedio, mientras que en los tres rangos restantes la desviación estándar es menor.


  Al parecer los individuos menores de 10 años tienen un rango muy amplio de ADN libre en sangre, el cual se puede adjudicar a la toma de muestra que es mucho más difícil en niños que en adultos, por lo que el rompimiento de células sanguíneas en la toma de muestras puede aumentar notablemente la concentración de ADN libre (8). Adicionalmente, debido a la dificultad de conseguir muestras, este rango de edad fue el más pequeño especialmente por la falta de voluntad de los padres; por lo que un mayor número de individuos en este rango se hace necesario.


  Respecto al origen del ADN libre, Lui y colaboradores en el 2002, estudiaron la contribución de las células hematopoyéticas al ADN libre en plasma, encontrando que estas células son una de las principales fuentes de ácidos nucléicos. Sabiendo que el número de los glóbulos rojos es mayor en hombres que en mujeres, en el presente trabajo se examinó si la concentración de ADN podría estar relacionada con el género (19), pero no se encontraron diferencias significativas. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los cuatro rangos de edad, lo que implica que las diferencias en glóbulos rojos y otras condiciones fisiológicas no afectan la liberación de ADN a la circulación, estos resultados concuerdan con los ya publicados por Zhong y colaboradores (8) quienes no encontraron diferencias entre los géneros y tan solo las mujeres mayores de 60 años mostraron una diferencia significativa del resto de los individuos. Los investigadores afirman que puede deberse al bajo tamaño de la muestra.


  Finalmente, teniendo en cuenta el promedio y la desviación estándar, es posible afirmar que los valores de ADN libre en plasma de la población bogotana no sobrepasan 5 ng/μL. Esta información servirá para futuros estudios en los que se desee estudiar la contribución de algunas enfermedades a la liberación de ADN al sistema circulatorio, así mismo es importante que los futuros investigadores sigan este mismo protocolo para evitar la pérdida de ADN en pasos como la extracción. La concentración de ADN libre en plasma no está asociado a la edad ni al género y se encuentra en una concentración menor a 5 ng/ μL en la población bogotana. La q-PCR aplicada directamente al plasma es una técnica altamente reproducible, además la eliminación de los pasos de purificación y extracción del ADN reduce los erros técnicos, reactivos y costos de laboratorio.
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  Resumen


  La cisticercosis es una enfermedad de salud pública que afecta a todas las personas sin discriminación de género ni edad, por eso es necesario considerar estrategias que permitan su erradicación. Una forma de lograrlo es la creación de campañas nacionales, que permitan mejoras en los servicios sanitarios para interrumpir el ciclo de vida de la Taenia solium. También es fundamental incluir aspectos educacionales donde se considere información médica y veterinaria. El objetivo de este estudio fue conocer los posibles factores de riesgo relacionados con la presencia de cisticercosis en la población del municipio de Mitú, Vaupés, Colombia, que ayuden a identificar oportunamente la cadena de transmisión de esta enfermedad.


  Se encuestaron 1.141 personas de las cuales 441 resultaron positivas para IgG cisticerco mediante la técnica de Elisa. El 56,0% fueron mujeres y principalmente el grupo de 19 a 40 años de edad fue el de mayor porcentaje de seroprevalencia. La falta de hábitos higiénicos, como el lavado de manos después de salir del baño, presentó un mayor riesgo de infección por cisticercosis con respecto aquellos que sí lo realizaban (OR=1,19 IC 95%, 1,03 – 1,38). También se halló un alto porcentaje de falta de hábitos de higiene entre las personas seropositivas con respecto al consumo de carne de cerdo.


  Palabras clave: cisticercosis, epidemiología, inmunoglobulina G, neurocisticercosis, Taenia solium.


  Abstract


  Risk factors associated with seroprevalence of cysticercosis in the municipality of Mitú, Colombia


  Cysticercosis is a public health disease that affects all people without discrimination of gender or age, so it is necessary to consider strategies for its eradication. One way is to create national campaigns that enable improvements in health services to interrupt the life cycle of Taenia solium. It is also essential to include educational aspects where medical and veterinary information is considered. The aim of this study was to identify possible risk factors related to the presence of cysticercosis in the population of the town of Mitú, Vaupes, Colombia, to help appropriately identify the chain of transmission of this disease.


  Out of 1,141 surveyed people, 441 were positive for cysticercus IgG by ELISA. 56.0% were women and especially the group of 19-40 years old had the highest percentage of positive results. The lack of hygienic habits, like washing hands after leaving the bathroom, had a higher risk of infection with cysticercosis with respect to those who did washed (OR = 1.19 95% CI, 1.03 to 1.38) . Also, a high percentage of lack of hygiene habits was found among people with HIV in relation to pork consumption.


  Keywords: cysticercosis, epidemiology, immunoglobulin G, neurocysticercosis, Taenia solium.


  Introducción


  La cisticercosis porcina constituye un problema de salud pública común en países en vías de desarrollo (1). Las condiciones socioeconómicas, de salubridad y de educación sanitaria existentes en estos países favorecen la permanencia y transmisión de la Taenia solium (2). La crianza de porcinos es una actividad de importancia económica para los pobladores andinos, que además de brindar alimento, puede desarrollarse de manera extensiva o al pastoreo con baja inversión (3). Sin embargo, la infección de los cerdos trae consigo importantes pérdidas para la precaria economía del campesino debido a la merma en precio de la carne infectada o al decomiso total.


  La infección de neurocisticercosis ocurre cuando los huevos de T. solium son ingeridos, estos son incubados en el duodeno, los embriones invaden la mucosa intestinal y causan lesiones en el aparato gastrointestinal, diseminándose por el torrente sanguíneo. Las localizaciones más comunes del cisticerco en su hospedero humano son: el esqueleto, los músculos y el cerebro, este puede sobrevivir por un lapso de hasta 10 años en los tejidos sin causar sintomatología aparente (4).


  En ciertas regiones de Colombia, la neurocisticercosis es endémica, especialmente donde la disposición de excretas humanas es inadecuada, no existe todavía un programa de notificación que revele el panorama de esta enfermedad y sus posibles factores de riesgo, tan solo se han realizado algunos estudios aislados en diferentes partes y poblaciones del país, demostrándose serologías positivas para cisticercosis en el 25% de pacientes con convulsiones (Nariño y Antioquia), en el 13% de los pacientes admitidos a un servicio clínico de neurología (Cali, Valle del Cauca), y en un 10% de una población endémica para esta infección (El Hato, Santander) (5-7).


  Es importante contribuir al conocimiento de los posibles factores de riesgo relacionados con la presencia de cisticercosis presente en la población del municipio de Mitú-Vaupés, que permita identificar a tiempo la cadena de transmisión de esta enfermedad, catalogada actualmente como un problema de salud pública.


  Materiales y métodos


  Se llevó a cabo un estudio descriptivo de corte trasversal durante el mes de mayo del 2009. Se encuestaron 1140 personas localizadas en la zona urbana, suburbana y rural del municipio de Mitú, Vaupés, Colombia, con el fin de obtener datos generales relacionados con el estado civil, escolaridad, afiliación al sistema general de seguridad social, ocupación, consumo de carne de cerdo, hábitos higiénicos, estado de salud, sintomatología compatible con la enfermedad, servicios sanitarios y condiciones de la vivienda.


  Adicionalmente, a las personas encuestadas, además de su participación voluntaria previa firma del consentimiento informado, se les tomó una muestra de sangre en tubo seco, las cuales fueron enviadas al Laboratorio de Parasitología del Instituto Nacional de Salud para la determinación de anticuerpos IgG anti–cisticerco, mediante la técnica de Elisa. La información recolectada fue consignada en una base de datos creada en Access 2007 y analizada en Epi- Info versión 3.5.1.


  Resultados


  De los 1140 pacientes, 441 (38,7%) fueron seropositivos para cisticercosis, 247 (56,0%) mujeres y 194 (44,0%) hombres, de estos 280 (63,4%) habitaban en zona urbana, 128 (29,0%) en zona suburbana y 33 (7,4%) en zona rural. En la Tabla 1 se relaciona la distribución de la población seropositiva por municipios y veredas, y en la Tabla 2 por grupos de edades.


  Tabla 1. Distribución de las muestras seropositivas por centros poblados y veredas del municipio de

  Mitú,Vaupés.
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  Tabla 2. Distribución de casos positivos por grupos de edades.
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  Con respecto a la escolaridad, se observó que el mayor porcentaje de personas seropositivas tenían secundaria incompleta 130 (29,4%), seguido de primaria completa 87 (19,7%), de primaria incompleta 78 (17,6%), universidad completa 13 (2,9%) y con estudios de posgrado 2 (0,5%). En cuanto al estrato socioeconómico, 375 (85,0%) de los seropositivos pertenecían al estrato uno, 64 (14,5%) al estrato dos y 2 (0,4%) al estrato tres.


  Al realizar la asociación entre el consumo de carne de cerdo con los seropositivos se encontró que 317 (71,9%) la incluyen dentro de su dieta, mientras que 124 (28,1%) no la consumen, sin embargo no se demostró riesgo estadísticamente significativo (OR= 0.65 IC 95%, 0.49-0.86). El lavado de manos después de salir del baño fue otras de las variables incluida, encontrándose que 205 (46,5%) de las personas positivas para cisticercosis se lavaban siempre las manos, pero 236 (53,5%) ocasionalmente o nunca lo realizaba, identificándose un mayor riesgo a la infección por cisticercosis en este último grupo (OR=1,19 IC 95%, 1,03–1,38).


  En los seropositivos existe un mayor riesgo al dolor de cabeza como un síntoma asociado a la cisticercosis (OR=1,41 IC 95%, 1,10 – 1,80). En la Tabla 3 se relacionan las sintomatologías reportadas por las personas que participaron en este estudio.


  La obtención de agua que surte la vivienda permitió demostrar que no existe suministro de agua potable y que el 59,2% la obtienen únicamente de aguas lluvias, el 21,3% del rio y de aguas lluvias y el 16,3% únicamente del rio. La expulsión de fragmentos de parásitos por las personas encuestadas fue otro hallazgo, donde el 56,0% (247) respondió que había expulsado parásitos por materia fecal y 43,9% (194) no había expulsado ó manifestaron no saber o no darse cuenta, identificándose un mayor riesgo a la infección por cisticercosis en aquellos que expulsaban parásitos (OR=1,15 IC 95%, 0,89 – 1,47).


  Discusión


  La prevalencia del 38.7% encontrada en la población del municipio de Mitú, Vaupés, Colombia, para cisticercosis fue alta, comparada con un estudio realizado en Morelos, México, que fue del 10.8% (9). Los seropositivos presentaron dolor de cabeza como síntoma asociado a la neurocisticercosis, hallazgo también encontrado en el estudio realizado a comerciantes de alimentos en mercados en la ciudad de México, donde refirieron presentar no sólo dolor de cabeza sino también desmayos y ataques epilépticos (10).


  De acuerdo a diversos estudios, se ha establecido que el bajo nivel educativo también se encuentra fuertemente asociado no solamente a la presencia de teniosis/cisticercosis sino a muchas otras parasitosis.


  En cuanto a los factores socioeconómicos, la seroprevalencia de la cisticercosis claramente identifica como potencialmente riesgosos a todos aquéllos relacionados con el subdesarrollo social, deficiente escolaridad, vivienda en malas condiciones, ruralidad, hacinamiento, pero también señala enfáticamente que en México el riesgo de contacto con T. solium no es despreciable ni para los estratos sociales más privilegiados (11,12).


  En las personas seropositivas tanto el género y la edad fueron similares con los resultados encontrados en el estudio de seroepidemiología de la cisticercosis en México, donde el mayor porcentaje de prevalencia de esta enfermedad fue en las mujeres y en las edades tempranas y tardías. Esto se puede atribuir a que los niños tienen mayor contacto con el suelo contaminado, junto con las personas de mayor edad, quienes permanecen mayor tiempo y de forma más continua en la vivienda, exponiéndose a condiciones que propician el contacto (12).


  El consumo de carne de cerdo por las personas seropositivas fue similar a los resultados hallados por los investigadores de La Merced, los cuales encontraron que el 65,5% de los encuestados aceptaban haber comido carne de cerdo, por su mejor sabor (13), sin embargo en este estudio no se evidenció riesgo en los seropositivos relacionado con el consumo de carne de cerdo. Es importante tener en cuenta que se presentó mayor riesgo entre las personas que habían manifestado expulsar parásitos y la presencia de anticuerpos anti-cisticerco, siendo la presencia de teniósicos o portadores de Taenia un factor de riesgo para la transmisión de la enfermedad.


  Este hallazgo fue más relevante comparado con el estudio de prevalencia en el departamento de Caldas, en el cual se halló un porcentaje bajo del 2,3% con respecto a la expulsión de proglótides (14).


  En cuanto a hábitos higiénicos en los seropositivos, definitivamente en este estudio el lavado de manos después de la evacuación de heces fecales en letrinas, sanitarios e inclusive al aire libre, constituye un factor de riesgo desencadenante de la transmisión de la cisticercosis, ya que son los huevos del parásito los que pueden contaminar alimentos y bebidas.


  La cisticercosis actualmente es una enfermedad de interés en salud pública que afecta a todas las personas sin discriminar género ni edad, por eso se debe considerar estrategias que permitan la prevención de esta enfermedad, como la creación de campañas nacionales, que incluyan aspectos educacionales, médicos, veterinarios y mejoras en los servicios sanitarios que estén diseñados para interrumpir el ciclo de vida de la T. solium.
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  Resumen


  El objetivo del trabajo fue evaluar la efectividad del equipo Diasys FE-5, instrumento que sirve como nueva técnica de concentración de parásitos intestinales, que facilita la preparación, centrifugación, concentración y montaje de las muestras para su lectura. Está compuesto de un sistema de Mini Parasep que optimiza la recuperación y concentración de quistes, huevos y larvas en comparación con la técnica tradicional de Ritchie modificada (formol – éter). Se examinaron 764 muestras de materia fecal, procedentes de manipuladores de alimentos de cinco ciudades del país.


  Las muestras fueron simultáneamente procesadas y analizadas mediante la técnica de Ritchie y el equipo Diasys FE-5. Las dos técnicas permitieron el hallazgo parasitológico de protozoos y helmintos, con una concordancia de índice de kappa de 0.90, aspecto que permite confirmar que el equipo Diasys FE-5 es una herramienta útil y segura en el laboratorio para el diagnóstico de parasitismo intestinal, obteniendo como beneficios la disminución de costos, reactivos, tiempo, y lo más importante, bioseguridad para el profesional y mejoramiento del diagnóstico parasitológico.


  Palabras clave: bioseguridad, diagnóstico parasitológico, parásitos intestinales, protozoos.


  Abstract


  Evaluation of FE-5 team Ritchie vs. technique faecal samples of food handlers in five Colombian cities


  The objective of this study was evaluate the effectiveness of the team DiaSys FE-5 instrument used as a new concentration technique for intestinal parasite analysis that facilitates the preparation, centrifugation, concentration, and mounting of samples for perusal, which is composed of a Mini Parasep system that optimizes the recovery and concentration of cysts, eggs and larvae in comparison to the traditional technique of modified Ritchie (formalin-ether). 764 fecal samples from food handlers were examined in five cities.

  

  The samples were simultaneously processed and analyzed by the technique of Ritchie and the team DiaSys FE-5. Ritchie’s technique and equipment DiaSys FE-5 allowed the discovery of protozoa and helminths, parasitology, with a kappa concordance index of 0.90, a factor that indicates that the results were similar. This helps to confirm that the computer DiaSys FE-5 is a useful and safe tool in the laboratory for the diagnosis of intestinal parasites, obtaining lower cost benefits, reagents, time and most importantly for the professional bio and improvement of parasitological diagnosis.


  Keywords: biosecurity, intestinal parasites, parasitological diagnosis, protozoa.


  Introducción


  El diagnóstico de los parásitos intestinales es necesario en los países subdesarrollados donde junto a los virus son causa de la mayor parte de las diarreas presentes en la población infantil, lo que conlleva a obtener datos confiables sobre las personas afectadas por parásitos intestinales y así poder intervenir sobre los factores ambientales.


  Las técnicas altamente confiables no siempre están al alcance de la comunidad, situación que se puede ver como una limitación; sin embargo es de vital importancia realizar diagnósticos con bajo índice de falsos negativos y que ayuden al mejoramiento del estado de salud de la población afectada (1,2). En la mayoría de los casos el diagnóstico de parásitos intestinales se hace mediante montaje directo en fresco de la muestra de materia fecal, siendo ésta una técnica accesible y de bajo costo en comparación con otras técnicas utilizadas en otros países (3).


  El examen directo es en nuestro medio una técnica de bajo costo, pero en muchas ocasiones para poder obtener un diagnóstico seguro es necesario experticia en el examen microscópico y además un seriado mínimo de tres muestras de materia fecal para el análisis y la lectura, teniendo en cuenta que la eliminación de los parásitos en materia fecal es intermitente en el hospedero. Esta situación justifica la búsqueda de métodos más sensibles (4).


  En muchos laboratorios del país se ha implementado la técnica de Ritchie modificada (formol-éter), método de concentración que permite aumentar la probabilidad de identificar quistes, huevos y larvas de parásitos como complemento al examen directo y que requiere como componente la utilización de éter, reactivo que en muchas oportunidades es de difícil adquisición, además de ser considerado de gran toxicidad para el organismo.


  Esto ha llevado a algunos laboratorios a sustituir el éter por el sistema innovador de Mini Parasep del Equipo Diasys FE - 5 que optimiza la recuperación y concentración de quistes, huevos y larvas y solo requiere de reactivos como solución salina fisiológica y solución de lugol para la preparación, centrifugación y montaje de las muestras de materia fecal.


  Las técnicas automatizadas para el estudio e identificación de parásitos intestinales en una población han tenido aceptación en las diferentes entidades de salud, ya que contribuyen a disminuir el tiempo de procesamiento que incide directamente sobre el costo del diagnóstico de las muestras (4). El DIASYS FE-5 es un equipo usado para el análisis parasitológico de muestras de materia fecal, que permite, gracias al sistema de tubos, examinar múltiples muestras en un menor tiempo en comparación con otros métodos. Sin embargo, su utilidad y funcionamiento no habían sido evaluados plenamente en nuestro país, por lo tanto el objetivo principal de este estudio es evidenciar su operatividad, calidad del proceso, confiabilidad de resultados y la optimización del trabajo para su empleo como herramienta de diagnóstico en el laboratorio.


  Actualmente once entidades hospitalarias de la ciudad de Bogotá D.C. y seis en la ciudad de Manizales han adquirido el equipo, sin contar con un estudio previo de evaluación. Por lo tanto, es importante evaluar su funcionalidad y sensibilidad respecto a las técnicas convencionales de concentración como la de Ritchie, para lo cual se logró obtener muestras de materia fecal necesarias para el estudio de la sensibilidad del equipo y así poder establecer la concordancia con la técnica tradicional de concentración de formol éter ó Ritchie.


  Los resultados obtenidos con la evaluación del Equipo DIASYS – FE5 en comparación con la técnica convencional de Ritchie, permitirán contribuir al mejoramiento de la calidad del diagnóstico de parásitos intestinales en el laboratorio clínico y así favorecer las medidas de prevención que conlleven a la disminución de la morbi mortalidad por estos microorganismos en la población de nuestro país (5).


  Materiales y métodos


  Se llevó a cabo un estudio descriptivo de corte transversal. Se recolectaron durante el año 2008, 764 muestras de materia fecal a partir de manipuladores de alimentos de establecimientos dedicados al expendio de alimentos al público, procedentes de las ciudades de Leticia, Armenia, Neiva, Santa Marta y Cali, las cuales fueron inicialmente conservadas en formol al 5% y luego enviadas al laboratorio de Parasitología del Instituto Nacional de Salud (INS), donde se procesaron y analizaron de acuerdo a las indicaciones de las técnicas de Ritchie (2) y del equipo Diasys FE-5 (6).


  Se hizo necesaria la verificación de campos microscópicos con objetivo de 10X para la observación en lámina portaobjetos y la minilla cubreobjetos de 22 x 22 mm usadas en la técnica de Ritchie y en la cámara de lectura del equipo Diasys FE-5 para poder ajustar mediante las dos técnicas, una cantidad similar de muestra de materia fecal a observar por parte de los analistas microscopistas. Los datos recolectados fueron consignados y analizados en una base de datos diseñada en el programa de Epi-Info, versión 6.04.


  Resultados


  Se realizó la respectiva verificación de campos microscópicos con objetivo de 10X, obteniendo como resultado con la técnica de Ritchie una lectura de 750 campos microscópicos sobre la laminilla de 22 x 22 mm en la cual se realiza la lectura y sobre la cámara del equipo Diasys FE-5 una lectura de 630 campos microscópicos. Sin embargo, a pesar que se evidenció una diferencia mayor en el número de campos microscópicos con la técnica de Ritchie, la cámara del equipo Diasys FE-5 cuenta con un mayor espesor para el análisis de la muestra. Las muestras de materia fecal fueron evaluadas por 2 analistas microscopistas que contaban con la misma experticia, de forma simultánea con cada una de las técnicas, bajo las mismas condiciones de conservación, temperatura, montaje, lectura y tiempo. La distribución de las 764 muestras de materia fecal procedentes de las cinco ciudades se muestra en la Tabla 1.


  Las muestras procesadas por la técnica de Ritchie tomaron un tiempo de 7 minutos en su preparación desde el marcaje del tubo hasta el proceso de centrifugación y en el equipo Diasys FE-5 tomaron un tiempo de 2 minutos. Durante todo el proceso por la técnica de Ritchie el analista mantuvo contacto directo con la muestra de materia fecal, la cual fue filtrada manualmente mediante una gasa para descartar todo tipo de partículas mayores ó detritos fecales, según protocolo de la técnica (2). Con el sistema Mini Parasep del equipo Diasys FE-5, la muestra de materia fecal fue preparada sin contacto directo con el analista, tomando la cantidad necesaria para la paleta que incluye el sistema. De las 764 muestras analizadas por cada una de las dos técnicas se identificaron un número determinado de parásitos que constituyó la variable para realizar la evaluación de la concordancia entre las dos técnicas, Tabla 2.


  Tabla 1. Distribución por ciudades de muestras de materia fecal de manipuladores de alimentos.
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  Tabla 2. Parásitos intestinales identificados en 764 muestras de materia fecal de los manipuladores de alimentos de 5 ciudades del país, analizadas por la técnica de Ritchie y la técnica del Equipo Diasys FE – 5.
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  Para efectos de la evaluación de la concordancia entre las dos técnicas se tuvo en cuenta el alto grado de poli parasitismo intestinal observado en las muestras de materia fecal. El índice de kappa hallado para evaluar concordancia entre las dos técnicas fue de 0.899.


  Discusión


  En el laboratorio la sensibilidad de los equipos y las técnicas es uno de los aspectos más importantes en el diagnóstico de las enfermedades. Por ello, los estudios que buscan implementar nuevos sistemas de apoyo o de evaluación se ven obligados a comparar los procedimientos y resultados obtenidos con las diferentes observaciones (7).


  En la actualidad, el diagnóstico de parásitos intestinales en la población colombiana en el laboratorio clínico se hace mediante el análisis coprológico, un montaje directo de la muestra de materia fecal en fresco que resulta fácil, requiere de poco tiempo y representa un costo mínimo. Otro método es el de concentración formol-éter (técnica de Ritchie), técnica más sensible, ya que concentra los parásitos y aumenta la posibilidad de observarlos en el momento del diagnóstico microscópico. Sin embargo, por el tiempo requerido para el análisis e inclusive por el costo y restricción del éter, no se ha implementando de rutina en los laboratorios clínicos del país (8).


  Algunas variables de difícil control con el uso del Equipo Diasys FE-5, probablemente constituyen factores determinantes en el diagnóstico parasitológico, tales como el espesor de la muestra contenida en la cámara del equipo que influye directamente en la observación microscópica, a diferencia del montaje convencional en lámina portaobjeto y laminilla utilizadas en la técnica de Ritchie, variable que se logró controlar con el uso de microscopios con fuente de luz blanca, que mejoran ostensiblemente la observación microscópica permitiendo definir las características morfológicas de los parásitos presentes en las muestras procesadas.


  En el procesamiento y análisis de las muestras de materia fecal, la cantidad y la consistencia juegan un papel importante, pues de estos aspectos depende la veracidad y la eficiencia de la detección de parásitos intestinales. Una muestra de consistencia muy dura es más difícil de procesar y filtrar por las técnicas de Ritchie y del equipo Diasys FE-5, así como una muestra de consistencia muy diluida o acuosa resulta igualmente muy dispendiosa, ya que al realizar la preparación del montaje tanto manualmente con la técnica de Ritchie como con el equipo Diasys FE- 5, se puede llegar a tomar una cantidad menor a la recomendada, que puede llegar a ocasionar falsos negativos en la lectura.


  Otra variable a considerar constituye el hecho de realizar el diagnóstico en muestras de materia fecal frescas que no sean sometidas a conservación con formol al 5% u otros conservantes, a menos que sea indispensable este procedimiento. En general, se puede afirmar que existen variables que si no son controladas oportunamente durante el proceso, probablemente afectarán la calidad del diagnóstico parasitológico (9).


  La calidad del análisis con el equipo Diasys FE-5 parece ser dependiente de muchos más factores que los relacionados con la utilización de la técnica de Ritchie. Uno de ellos es el espesor de la muestra analizada, ya que la cámara del equipo Diasys FE-5 cuenta con un mayor espacio que la preparación entre lamina y laminilla del método directo de Ritchie, lo que significa una mayor cantidad de muestra por campo observado. Sin embargo, en este estudio se realizó el control del número de campos microscópicos visualizados mediante las dos técnicas evaluadas, obteniendo unas condiciones similares, las cuales permitieron dar resultados confiables.


  Es importante resaltar que el diagnóstico parasitológico realizado mediante la técnica de Ritchie fue mayor, evidenciándose la presencia de un número más alto de parásitos comparado con el realizado con el equipo Diasys FE-5. Sin embargo, el equipo puede ser empleado como una herramienta más para el diagnóstico de parasitismo intestinal, pues a través de él se logró la visualización de todos los parásitos observados también mediante la técnica de Ritchie, con una alta concordancia de un índice de kappa de 0.899.


  Finalmente, consideramos que esta evaluación era necesaria desarrollarla, ya que el equipo Diasys FE-5 está comercializado en nuestro país y no existían evidencias de su efectividad operativa en el diagnóstico parasitológico. Los resultados obtenidos en este estudio comparativo permiten considerar una herramienta más de diagnóstico disponible para los laboratorios clínicos de cualquier nivel.
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  Resumen


  Desde 1995, año en el que se conforma la red de diagnóstico de malaria a nivel nacional, hasta la fecha, el grupo de Parasitología-Red Nacional de Diagnóstico del Instituto Nacional de Salud ha implementado el Programa de Malaria dentro de la Red Nacional de Laboratorios, desarrollando diversas actividades con el fin de fortalecer el diagnóstico y tratamiento oportuno de esta enfermedad en el país. La red de diagnóstico de malaria está distribuida en 989 municipios y constituida por 1.640 laboratorios clínicos y 1.308 puestos de microscopia, datos que revelan un aumento del 13,4%, en la cobertura de la red municipal, una disminución del 3,5% en el número de laboratorios clínicos y un aumento del 11,8% en los puestos de microscopía con relación al año 2007.


  El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la cobertura de la red y la calidad del diagnóstico de malaria durante el año 2008. Estos resultados no cubren la información de los departamentos de Magdalena y Casanare. Se diagnosticaron 387.993 muestras, de las cuales 61.304 fueron positivas. Para P.vivax 40.937, para P. falciparum 20.013, 353 para asociación y 1 para P. malariae. En cuanto a la evaluación externa directa del desempeño departamental fue: concordancia: 92,7%, la cobertura del 100% y la participación del 96.9%. El 60,6% de laboratorios obtuvieron una concordancia superior al 95%. La evaluación externa indirecta de desempeño fue: concordancia (+): 99,3%; concordancia (-): 100%, índice kappa: 0,99, IKE: 0,95, participación: 96,9%. Para la evaluación externa directa del desempeño, a nivel municipal, se obtuvieron los siguientes datos: concordancia = 84,9%, cobertura: 40,7%, y para la evaluación externa indirecta: concordancia (+): 95,3% y concordancia (-): 98,1%, índice kappa: 0.94, IKE: 0,79, cobertura: 89,2%.
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  Abstract


  Analysis of malaria diagnostic network, 2008


  The national diagnosis of malaria network is founded in 1995. Since then, the group of parasitology, the National Diagnostic Network of the National Institute of Health has implemented the Malaria Program within the National Laboratory Network by developing various activities in order to strengthen the diagnosis and treatment of this disease in the country. The malaria diagnostic network exists in 989 municipalities and consists of 1,640 clinical laboratories and 1,308 microscopy posts, these data show an increase of 13.4% in the municipal network coverage, a decrease of 3.5% the number of clinical laboratories and an increase of 11.8% in microscopy posts with respect to the year 2007.


  This study aimed to evaluate the network coverage and quality of the malaria diagnosis in 2008. These results do not cover the information from the departments of Magdalena and Casanare. 387,993 samples were diagnosed, out of which 61,304 were positive. For P. vivax 40,937; for P. falciparum 20,013; 353 for association and 1 for P. malariae. As for the direct external evaluation of the departmental performance was: agreement: 92.7%, coverage of 100% and 96.9% participation. 60.6% of laboratories obtained a concordance above 95%. The indirect external evaluation of performance was: concordance (+): 99.3% concordance (-): 100%, kappa 0.99, IKE: 0.95, Participation: 96.9%. To direct external evaluation of performance, at the municipal level, we obtained the following data: concordance = 84.9% coverage: 40.7%, and for the indirect external evaluation was: correlation (+): 95.3% and concordance (-): 98.1%, kappa: 0.94, IKE: 0.79, coverage: 89.2%.


  Keywords: anopheles, malaria, parasitic disease, protozoan.


  Introducción


  La malaria es una enfermedad producida por protozoos que se transmiten por la picadura del mosquito Anopheles infectado. Cada año causa la muerte de más dos millones de personas en el mundo y se presenta en unos 400 millones de casos, en los 103 países donde se ha establecido su presencia.


  Ha sido erradicada de Europa, Rusia y Estados Unidos. A pesar de los enormes esfuerzos realizados para controlarla ha reaparecido en muchas zonas tropicales. Además, existen cada vez más problemas de resistencia farmacológica del parasito y de los vectores a los insecticidas. Al igual que hace muchos siglos, esta enfermedad trae no sólo dificultades a quienes la padecen, también a sus familias a los sistemas de salud y a la sociedad en general (1).


  En Colombia la malaria es una patología de alto poder epidémico, es endémica en una gran parte del territorio nacional localizado por debajo de los 1.600 m.s.n.m. (2) y aproximadamente 25 millones de personas habitan en zonas de riesgo. Si bien la mortalidad por malaria ha disminuido en Colombia, en los últimos años se registra un incremento en la incidencia de la enfermedad, especialmente por P. falciparum. Esta situación constituye un evento cuya vigilancia, prevención y control revisten especial interés en salud pública, que requiere un diagnóstico oportuno y adecuado.


  La implementación de políticas que garanticen acceso a un tratamiento adecuado se fundamenta necesariamente en la existencia de un sistema de atención que ofrezca con oportunidad acceso a un diagnóstico confiable. La calidad en la preparación y lectura de la gota gruesa en el diagnóstico de malaria requiere de la existencia de procedimientos y herramientas que permitan promover y monitorear la calidad del mismo con base en la estructura de la red de laboratorios (3).


  El presente trabajo muestra la situación de la red de diagnóstico en malaria en el año 2008. A través del Laboratorio de Parasitología- Red Nacional de Laboratorios (RNL), el Instituto Nacional de Salud (INS)se obtiene información del control de calidad de los laboratorios a nivel municipal y departamental (4).


  Materiales y métodos


  Con el fin de evaluar la cobertura de la red y la calidad del diagnóstico de malaria, se realizó un estudio de tipo descriptivo retrospectivo. Las fuentes de información fueron los condensados anuales de actividades procedentes de los 32 laboratorios departamentales de salud, de la secretaria de salud de Bogotá, de los laboratorios y puestos de microscopía en el nivel municipal y de los informes de control de calidad realizados por el Instituto Nacional de Salud a los entes territoriales durante el año 2008. También se realizó la evaluación externa del desempeño directa (EEDD) y la evaluación externa indirecta del desempeño (EEID). Para la presente evaluación no enviaron información los departamentos de Casanare y Magdalena.


  Parámetros evaluados: índice kappa (IK) (5), concordancia (C), media aritmética y frecuencia relativa (5) y promedio ponderado para el análisis de los datos. Procedimiento para EEID: se solicita al laboratorio participante 60 láminas de un periodo epidemiológico determinado, 30 positivas y 30 negativas, y a partir de su revisión se obtienen indicadores de concordancia, de ser inferior a la muestra se revisa la totalidad del material.


  Procedimiento para EEDD: se envían láminas problema a los laboratorios participantes y se evalúa la concordancia del diagnóstico tanto de especie como de formas parasitarias observadas. Para la evaluación departamental se analizaron los resultados de las actividades realizadas por el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) a los Laboratorios Departamentales de Salud Pública (LDSP) (6), haciendo énfasis en la EEDD y en la EEID. Para la evaluación a nivel municipal se procesaron los condensados de actividades del programa de malaria reportadas al INS por los 33 laboratorios del nivel departamental.


  Resultados


  Conformación de la red de diagnóstico de malaria


  Está distribuida en 989 municipios y constituida por 1640 laboratorios clínicos y 1308 puestos de microscopia, datos que revelan un aumento del 13,4% en la cobertura de la red municipal, una disminución del 3,5% en el número de laboratorios clínicos y un aumento del 11,8% en los puestos de microscopía con relación al año 2007, Tabla 1.


  Reporte de diagnósticos

  En el año 2008 los departamentos que mayor número de casos reportaron fueron: Antioquia, Chocó, Nariño, Guaviare y Córdoba. La relación de casos de P. vivax y P. falciparum fue de 2:1. Se diagnosticaron 387.993 muestras, fueron positivas 61.304, para P. vivax 40.937, para P. falciparum 20.013, 353 para asociación y 1 para P. malariae, Tabla 2.


  Evaluación externa directa e indirecta del desempeño


  Nivel departamental. En la EEDD del nivel departamental, el 60,6% de los laboratorios obtuvieron una concordancia superior al 95,0% (92,7%), aunque se presentó una disminución de 2,7% en la concordancia promedio. La cobertura fue del 100% y la participación del 96.9%. El 60,6% de laboratorios obtuvieron una concordancia superior al 95%. EEID: C (+): 99,3%; C (-): 100%, IK: 0,99, IKE: 0,95, participación: 96,9%. Estos se muestran en la Tabla 3.


  Tabla 1. Conformación de la Red de Diagnóstico del Programa de Malaria - RNL.
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  Tabla 2. Reporte de diagnósticos de malaria
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  Nivel municipal. La cobertura de la EEDD a nivel municipal aumentó en un 6%. La

  EEID se realizó a 2948 puestos de diagnóstico entre laboratorios clínicos y puestos de microscopía; la cobertura aumentó en un 21,7% con respecto al año 2007. EEDD: C: 84,9%, cobertura: 40,7%. EEID: C (+): 95,3% y C (-): 98,1%, IK: 0.94, IKE: 0,79, cobertura: 89,2%, Tabla 4.


  Discusión


  El programa de malaria cuenta con un buen cubrimiento en las actividades de la red de laboratorio a nivel nacional y el LNR proporciona apoyo a todos y cada unos de los laboratorios que pertenecen a la red, independientemente de su rendimiento o participación (7). De acuerdo con la concordancia y el IK de la EEID a nivel departamental y municipal, se considera que la calidad el diagnóstico de malaria es adecuada. Sin embargo, es importante que a nivel departamental como municipal, fortalecer la concordancia en el diagnóstico en la actividad de la EEDD y la cobertura tanto de la EEDD como de la EEID a nivel municipal.


  La participación departamental en la actividad de EEDD fue de 100%, resultado que refleja un mayor interés en las actividades de la red de diagnóstico de malaria por parte de los LDSP. Debido a que el mejoramiento del acceso del diagnóstico de malaria, mediante la ampliación de la red de microscopía, ha sido un lineamiento nacional que se ha trabajado en los últimos años, es importante el aumento de la cobertura tanto en los municipios como en el número de puestos de microscopía que realizan el diagnóstico.


  Tabla 3. Evaluación Externa Directa e Indirecta del Desempeño Nivel Departamental
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  Tabla 4. Evaluación Externa Directa e Indirecta del Desempeño Nivel Municipal
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  Resumen


  La candidiasis vulvovaginal afecta la mucosa vaginal y es causada por diferentes especies del género Candida. Las pacientes se quejan principalmente de escozor y dolor. El objetivo de esta investigación fue caracterizar la candidiasis vulvovaginal en un grupo de mujeres con vaginitis. Se incluyeron, previo consentimiento informado, 150 pacientes con diagnóstico de vaginitis por Candida entre febrero de 2006 y noviembre de 2008. Se tomó una muestra de secreción vaginal para directo y cultivo. La identificación de especie se confirmó por el método API 20 C AUX, y el perfil de sensibilidad por ATB fungus. La prevalencia de las diferentes especies de Candida fue de: C. albicans 80% (120), C. parapsilosis 10% (15), C. glabrata 5,3% (8), C. tropicalis 2% (3), C. guillermondii 1,3% (2), C. kefyr 0,7% (1) y Candida famata 0,7% (1).


  El 90%, 135 de ellas, manifestaron síntomas asociados a infección por Candida spp; el 44,5%, 60 mujeres, presentaron simultáneamente prurito y flujo vaginal. El 6% de las pacientes presentó más de 4 episodios de candidiasis vulvovaginal en un año. El 90% de los aislamientos de Candida albicans fueron sensibles al fluconazol, itraconazol y voriconazol. El 100% de los aislamientos de C. glabrata sensibles a fluconazol y voriconazol. C. kefyr fue intermedio a fluconazol en el 100% de los aislamientos. Todas las otras especies aisladas fueron 100% sensibles a los antimicóticos evaluados. C. albicans fue la levadura más frecuentemente recuperada, seguida de C. parapsilosis y C. glabrata. La sensibilidad en general a los antimicóticos es alta para todos los aislamientos.
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  Abstract


  Characterization of vulvovaginal candidiasis in women in Medellin, Colombia


  Vulvovaginal candidiasis affects the vaginal mucosa and is caused by different Candida species. Patients mainly complain of itching and pain. The objective of this research was to characterize the vulvovaginal candidiasis in a group of women with vaginitis. With previous consent, 150 patients with Candida vaginitis were included, between February 2006 and November 2008. A sample of vaginal fluid for direct and culture was taken. Species identification was confirmed by the API 20 C AUX method, and the sensitivity profile of ATB fungus. The prevalence of different species of Candida was: C. albicans 80% (120), C. parapsilosis 10% (15), C. glabrata 5.3% (8), C. tropicalis 2% (3), C. guillermondii 1.3% (2), C. kefyr 0.7% (1), and Candida famata 0.7% (1). Of all women, 90% (135 of them) showed symptoms associated with infection by Candida spp; 44.5%, 60 women, showed simultaneous itching and vaginal discharge. 6% of patients had more than 4 episodes of vulvovaginal candidiasis in a year. 90% of Candida albicans isolates were susceptible to fluconazole, itraconazole and voriconazole. 100% of the isolates of C. glabrata susceptible to fluconazole and voriconazole. C. kefyr was intermediate to fluconazole in 100% of the isolates. All other species were 100% susceptible to the antifungals tested. C. albicans was the yeast most frequently recovered, followed by C. parapsilosis and C. glabrata. The general sensitivity to the antifungal is high for all isolates.


  Keywords: antifungal, Candida, candidiasis, vaginitis.


  Introducción


  La candidiasis vulvovaginal (CVV) afecta la mucosa vaginal y la vulva, es causada por diferentes especies del género Candida. Las pacientes se quejan principalmente de escozor y de dolor. El flujo suele ser inodoro y de color blanco amarillento. Los síntomas se intensifican en ambientes húmedos. Las manifestaciones clínicas comprenden enrojecimiento y tumefacción inflamatorias de la vulva y la vagina. A menudo se ven signos de rascado como fisuras y erosiones. Pueden desarrollarse placas blancas de consistencia cremosa en la pared vaginal y en el cérvix (1-5).


  Los factores de riesgo asociados a esta infección son: empleo de dispositivo intrauterino (DIU), espermicidas, inicio de relaciones sexuales a temprana edad, uso inadecuado de antibióticos, uso de protectores diarios, embarazo o presencia de enfermedades de base como la diabetes mellitus (4,6).


  La principal especie involucrada en la candidiasis es Candida albicans; sin embargo, se ha reportado un aumento en la incidencia de Candida glabrata (2,3). El objetivo de este trabajo fue caracterizar la candidiasis vulvovaginal en un grupo de mujeres con vaginitis, identificar la frecuencia de aislamiento de las diferentes especies, registrar los síntomas clínicos y evaluar la actividad in vitro de los antimicóticos


  Materiales y métodos


  En el estudio se incluyeron 150 mujeres con diagnóstico de vaginitis por Candida procedentes de la ciudad de Medellín durante el periodo febrero 2006 a noviembre de 2008. Las muestras fueron remitidas al Laboratorio de investigación de la Institución Universitaria Colegio Mayor de Antioquia (IUCMA) para su posterior análisis. A cada paciente se le realizó encuesta y previo consentimiento informado, se tomaron muestras de flujo vaginal para Gram y cultivo. El cultivo se procesó en Sabouraud Dextrosa Agar y Chromogenic Candida Agar. Todos los aislamientos de levaduras compatibles con Candida spp. fueron conservados en 1 mL de caldo infusión cerebro corazón (BHI) y glicerol al 10% a –20ºC.


  Identificación de Levaduras

  Al obtener el crecimiento de colonias compatibles con Candida spp. se procedió a practicar la prueba de tubo germinal. Las levaduras fueron identificadas como Candida albicans cuando presentaron tubo germinal y pigmento verde en el agar cromogénico. Aquellos aislamientos donde no se pudo determinar la especie, fueron identificados por el método del API 20 C AUX ® siguiendo las especificaciones del fabricante (bioMérieux, Paris, France).


  Sensibilidad a los antimicóticos


  El método utilizado fue el ATB fungusTM (bioMérieux, Paris, France), siguiendo las recomendaciones del fabricante, el cual permite determinar la sensibilidad de Candida spp. Frente a antimicóticos (7,8) en medio semisólido en condiciones muy próximas a las de la técnica de referencia de microdilución (según las recomendaciones de EUCAST (9) y del Clinical and laboratory Standards Institute (CLSI) (10). Las levaduras fueron identificadas con prueba de tubo germinal, crecimiento en agar cromogénico yasimilación de carbohidratos por el método comercialAPI 20 C AUX. El método utilizado para evaluar lasensibilidad a los antimicóticos fue el ATB fungus(bioMérieux).


  Implicaciones éticas

  El trabajo de investigación fue aprobado por el comité de investigaciones de la IUCMA. A cada paciente se le informó del estudio, se le invitó a formar parte y se le garantizó que los resultados eran confidenciales. Posterior a esto cada paciente firmó su consentimiento informado.


  Resultados

  La edad promedio de las pacientes fue de 25 años (14–51años), los síntomas más frecuentemente fueron el prurito y el aumento de flujo vaginal en forma simultánea. De las 150 pacientes, 135 (90%) manifestaron síntomas asociados a infección por Candida spp; 60 (44.5%) presentaron simultáneamente prurito y flujo vaginal. La frecuencia relativa de las diferentes especies de Candida aisladas puede observarse en la Figura 1.


  El 6% de las pacientes presentó más de 4 episodios de CVV al año. Al analizar la correlación entre el examen directo y el cultivo se observaron blastoconidias y seudohifas en 117 (78%) de 150 muestras. No se observaron hongos en 33 (22%). En cuanto al perfil de sensibilidad a los antimicóticos se observó que el 90% de los aislamientos de Candida albicans fueron sensibles al fluconazol, itraconazol y voriconazol, el 10% intermedio a fluconazol y resistente a voriconazol e itraconazol. El 100% de los aislamientos de C. glabrata sensibles a fluconazol y voriconazol y el 50% resistente a Itraconazol. C. kefyr fue intermedio a fluconazol en el 100% de los aislamientos. Todas las otras especies aisladas fueron 100% sensibles a los antimicóticos.
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  Figura 1. Frecuencia de especies de Candida. La prevalencia de las diferentes especies de Candida fue de C. albicans 80%, C parapsilosis 10%, C. glabrata 5.3%, C. tropicalis 2%, C. guillermondii 1.3%, C. kefyr 0.7% y Candida famata 0.7%.


  Discusión


  En este estudio los síntomas más frecuentemente asociados a la CVV estuvieron en concordancia con los que se reportan en la literatura, siendo el ardor el de menor proporción. Al igual que en otros trabajos, en este estudio C. albicans también fue la especie más frecuentemente aislada, seguida por patógenos emergentes como C. parapsilosis, C. glabrata y C. tropicalis (3-5,8,11).


  Al ser Candida albicans la especie más frecuentemente aislada, es importante emplear en la identificación de las especies métodos moleculares que permitan diferenciar entre C. albicans y C. dubliniensis, ya que los métodos microbiológicos convencionales no permiten realizar dicha diferenciación (12). Los métodos comerciales de identificación de levaduras como Api 20 C AUX son importantes para clasificar el género Candida como agente causal de vulvovaginitis, pues las levaduras del genero Trichosporon pueden producir esta patología en algunas ocasiones (13).


  Las levaduras del género Candida son sensibles a los antimicóticos; en la población estudiada se observó que el 90% de los aislamientos de Candida albicans fueron sensibles al fluconazol, itraconazol y voriconazol. Al igual que en el estudio de Torres y Alvarado se concluyó que ATB Fungus es un método sencillo y reproducible para la determinación de resistencia a los antimicóticos en levaduras del género Candida (14). Es de resaltar que el 6% de las pacientes presentó más de 4 episodios de CVV al año, lo cual define una candidiasis vulvovaginal recidivante. Por lo tanto en este grupo de pacientes es importante investigar factores predisponentes y pruebas de sensibilidad a los antimicóticos (15).


  Para terminar, en el examen directo se observaron blastoconidias y seudohifas en 78% de las muestras, encontrandouna sensibilidad similar a la del estudio realizado porBuitrón y colaboradores, donde el examen directo fuepositivo en 60.8% de los casos. Lo cual ratifica la importanciade este examen en el diagnóstico de candidiasisvulvovaginal (16).
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  Resumen


  El aumento en la incidencia de enfermedades de interés en salud pública como malaria, dengue y fiebre amarilla asociado a los efectos secundarios del uso de plaguicidas químicos y la resistencia generada, ha impulsado a la búsqueda de nuevas alternativas para la erradicación de sus vectores. Una opción viable como bacteria entomopatógena es el Bacillus sphaericus, descrita por primera vez en 1904 por Neide y Meyer, quienes descubrieron una bacteria formadora de esporas, que existe en la naturaleza y que crece fácilmente tanto in vitro como en el cadáver de las larvas.


  Su actividad larvicida se debe a la producción de una inclusión cristalina denominada toxina binaria A y B de 41,9 y 51,4 kDa, respectivamente, las cuales, al ser liberadas en el intestino de los insectos susceptibles en su fase larvaria y tras ser solubilizada por el pH alcalino en la porción media del intestino, activan las proteasas causando deshidratación y muerte a los vectores. Es considerada como un biolarvicida altamente potencial y eficaz para el control biológico de Anopheles spp., Aedes spp. y Culex spp. Comercialmente puede producirse por fermentación sumergida a pequeña escala con materiales proteínicos de desecho.

  Este producto ha sido utilizado y registrado en numerosos países de América Latina, donde se han obtenido buenos resultados después de su aplicación.


  Palabras clave: Bacillus sphaericus, biocontrolador, biolarvicida, toxina binaria Bin A y Bin B.


  Abstract


  Bacillus sphaericus: vector control strategies that produce malaria, yellow fever, and dengue


  The increased incidence of diseases of public health such as malaria, dengue and yellow fever associated to side effects of the use of chemical pesticides and the resistance generated has prompted the search for new alternatives for the elimination of its vectors. A viable option is the entomopathogenic bacteria Bacillus sphaericus, first described in 1904 by Neide and Meyer who discovered spore-forming bacteria that exists in nature and is easily grown in vitro and in the body of the larvae.


  Its larvicidal activity is due to the production of a crystalline inclusion, called binary toxin A and B of 41.9 and 51.4 kDa, respectively, which, when released in the gut of susceptible insects in their larval stage and after be solubilized by the alkaline pH in the middle portion of the intestine, activate proteases causing dehydration and death of the vectors. It is considered a highly potential and effective larvicide for biological control of Anopheles spp., Aedes spp. and Culex spp. It can be produced commercially by submerged fermentation with small-scale waste protein material. This product has been used and registered in many Latin American countries, where good results were obtained after application.


  Keywords: Bacillus sphaericus, binary toxin Bin A and Bin B, biocontrol, larvicide.


  Introducción


  En Colombia las enfermedades de alto interés epidemiológico como la malaria, dengue y fiebre amarilla, se han convertido en un problema de salud pública a nivel nacional. Según el informe epidemiológico que pública el Instituto Nacional de Salud (INS) durante diciembre 28 de 2007 a enero 3 de 2009, se reporta una mortalidad de 12 y 14 casos por dengue y malaria, respectivamente. Igualmente los casos confirmados de dengue corresponden a 26795, que en su mayoría fueron presentados en los departamentos de Norte de Santander, Santander, Cauca, Casanare, Meta, Valle del Cauca, Tolima y Bolívar, principalmente. De malaria se reportaron 6398 casos por Plasmodium Falciparum, 14 casos por Plasmodium Malariae, 569 casos de malaria mixta y 25681 casos por Plasmodium vivax, que corresponden en su mayoría a los departamentos de Córdoba, Antioquia, Meta, Guaviare, Putumayo y Valle del Cauca. De fiebre amarilla se reportaron dos casos confirmados, en el departamento de Caquetá (1).


  Los datos descritos originan la necesidad de realizar un análisis profundo sobre las causas que influyen en la persistencia y aumento de éstas enfermedades en nuestro país. Por lo tanto, es inminente la búsqueda de nuevas alternativas de control que disminuyan la morbi-mortalidad, ya que a diario miles de personas enferman y otras mueren a causa de ellas.


  La observación desde la vigilancia de salud pública ha detectado que factores como el desarrollo de monocultivos y la utilización indiscriminada de pesticidas de amplio espectro y alta persistencia han precipitado el incremento de plagas y enfermedades, cuyos vectores a su vez generan mecanismos de resistencia que conllevan a que su erradicación sea más difícil (2).


  Este contexto generó en los científicos interesados en el tema de salud pública, la necesidad de realizar estudios que planteen soluciones a la situación de emergencia de estas enfermedades endémicas. Una opción que ha tomado fuerza es la implementación de nuevas alternativas para el control de los vectores, con el objetivo de reemplazar los insecticidas químicos por productos biológicos, cuya acción consiste fundamentalmente en la manipulación del sistema de regulación natural por medio del control biológico que puede definirse como el “uso de organismos naturales o modificados, genes o productos de genes, para reducir los efectos de organismos indeseados (vectores) y favorecer a organismos deseables como cultivos vegetales, animales o microorganismos, sin producir efectos adversos para el hombre y el medio ambiente” (3). Así que el interés se volcó hacia las bacterias entomopatógenas (4) que resultan una opción viable en el control biológico de vectores como Anopheles spp., Aedes spp y Culex spp, (5) de gran importancia epidemiológica en la transmisión de enfermedades en las zonas tropicales de nuestro país, encontrando dentro de ellas el “Bacillus sphaericus”.


  Origen del Bacillus sphaericus


  Fue descrito por primera vez en el año de 1904 por Neide y Meyer (6,7), quienes descubrieron una bacteria que por sus características de esporulación la llamaron Bacillus sphaericus. En 1965, investigadores de California, a partir de una larva enferma del mosquito Culiseta incidens, aislaron la primera cepa de esta bacteria (8). Desde entonces en diferentes partes del mundo se han aislado varias cepas de esta bacteria que son patógenas para las larvas de mosquitos, encontrando la cepa 1593 aislada de larvas enfermas de Culex quinquefasiatus recogidas en drenajes contaminados en Rawasari, Jakarta, Indonesia, en junio de 1974. Actualmente, la cepa que se utiliza con mayor aceptación en Centro América y en el mundo, es Bacillus sphaericus 2362, la cual fue aislada por J. Weiser en Nigeria en la década de 1980 (9).


  Características macroscópicas, microscópicas y bioquímicas


  Bacillus sphaericus es un bacilo Gram-positivo que mide 0.61 a 1 micra de ancho y 1.5 a 5 micras de largo, con bordes redondeados, posee una espora terminal (producida en condiciones adversas) que deforma el bacilo, dándole un aspecto de raqueta; macroscópicamente puede observarse que produce colonias beta hemolíticas, color blanco crema traslucido y bordes regulares (10). Este microorganismo tiene metabolismo aerobio, se desarrolla en amplios rangos de temperatura: máxima entre 30ºC y 45ºC y mínima de 5ºC a 15ºC, es catalasa positiva, no fermenta la glucosa, no reduce nitratos, es fenilalanina positivo. Sensible a bajas concentraciones de penicilina y tetraciclina y presenta resistencia al cloramfenicol y a la estreptomicina (11).


  Características genéticas


  La secuenciación revela que el genoma completo de esta bacteria entomopatógena está compuesto por un cromosoma circular de 4639821pb, con un promedio en el contenido de G-C de 37,29% y un plásmido replicón (llamado pBsph) de 177.642 pb, con un promedio en el contenido de G-C de 33,10%; con 4786 y 186 posibles secuencias de codificación de proteínas, respectivamente (12). Por estudios de homología del DNA, se dan cinco grupos genéticamente distintos (I - V); cada uno de ellos probablemente correspondiente a una especie diferente (13). El Grupo II se divide en los grupos IIA y IIB, a los cuales están asociados nueve serotipos (H1, H2, H3, H5, H6, H9, H25, H26 y H48) (8,11).


  Inclusión cristalina


  En las primeras fases del proceso de esporulación el Bacillus sphaericus produce un cristal que contiene una proteína con gran poder tóxico frente a las larvas de mosquitos. Esta proteína es considerada como un biolarvicida altamente eficaz para el control biológico de Anopheles spp., Aedes spp y Culex spp. (14), que se compone de dos polipéptidos codificados por separado: BinA (41,9 kDa) y BinB (51,4 kDa) (15).


  Las proteínas de la toxina binaria son sintetizadas en cantidades equimolares, durante las fases tempranas de la esporulación (16), formando las inclusiones cristalinas en la paraespora (17) y es codificada por dos genes (Bin A y Bin B) (18,20), que han sido clonados y secuenciados de su material genético, como polipéptidos que se requieren para ejercer el efecto tóxico (19).


  Esta toxina presenta diferentes rangos de especificidad de acuerdo al hospedero, ya que es principalmente tóxica para las larvas de Culex spp. (21-24) y Anopheles spp. (22,24) y en menor potencia para Aedes spp. (23).


  La existencia de cepas con mayor o menor toxicidad está relacionada con la expresión genética de las proteínas que conforman la toxina (25,26). Se ha demostrado que BinB es el componente primario obligatorio que actúa como ligando, dirige y localiza a BinA en las células blanco (27). En el caso de Culex spp. BinB – BinA juegan un papel importante de unión al receptor para ligarse a las células intestinales, el proceso que sigue es la internalización de la toxina en la célula intestinal (28).


  Cuando las larvas de mosquitos ingieren las esporas y los cristales proteicos, éstos se disuelven en medio alcalino, con la ocurrencia de proteólisis (29), liberándose en el medio fragmentos tóxicos que son reconocidos por receptores específicos que se encuentran en las células epiteliales del intestino, lo que induce a la formación de poros en las membranas de la porción distal de las microvellosidades de la mucosa del ciego y del intestino medio. Esta unión y la acción de la toxina, además provocan en la membrana de estas células cambios concomitantes en los organelos citoplasmáticos que incluyen la desintegración del retículo endoplasmático, condensación y tumefacción de las mitocondrias y dilatación del espacio perinuclear.


  Como consecuencia de lo anterior ocurre hipertrofia y ruptura de las células del intestino medio y ciego, un desbalance iónico que lleva a toxemia y bacteremia cuyo resultado es la muerte de la larva (30).


  Observaciones de las células epiteliales del intestino de la larva han mostrado cambios morfológicos. Estudios fisiológicos del Culex quinquefasciatus han evidenciado que la toxina binaria también actúa sobre la membrana celular en la cual puede causar poros como los producidos por el Bacillus thuringiensis que conllevan a la muerte celular (31-33).


  Enzimas


  Bacillus sphaericus es un alcalófilo obligado, que produce gran cantidad de proteasa alcalina extracelular, la cual es una enzima altamente empleada en la industria farmacéutica y alimentaria (34,35).


  En el Himalaya han encontrado más aplicaciones relacionadas con esta enzima, por cuanto presenta buenos resultados como aditivo a detergentes debido a la compatibilidad que muestra con el cloro (36,37), y a la recuperación de radiografías usadas. En la purificación de dos nuevas proteasas extracelulares fue encontrada la serin proteasa (38) con una actividad proteasa del 98%, por lo que nuevos estudios se han encaminado a la biosíntesis de esta enzima a gran escala, su producción es dependiente de la fuente de nitrógeno del medio, por lo cual se han utilizado extractos de levadura, peptona y glucosa como alternativas nutricionales que han mostrado buenos resultados (39,40).


  Con el fin de conocer más sobre la actividad proteasa, se ha recurrido a realizar estudios cinéticos, los cuales han demostrado que la síntesis y secreción de esta enzima se produce en la fase de crecimiento bacteriano, alcanzando su mayor producción de dos a tres horas después de iniciados los procesos de fermentación, requiriendo concentraciones mínimas de substrato y nutrientes como glucosa, debido a que el incremento en la concentración de estas no tiene efecto sobre el crecimiento (37).


  Nuevos estudios han demostrado que el poder tóxico no está limitado al poder biolarvicida sino que presenta otras toxinas, como la sphaericolisina de 53 KDa (41), que tiene efecto sobre dictiópteros de la clase insecta como las cucarachas, al unirse por su N- terminal al colesterol de las membranas formando poros que paralizan rápidamente el sistema nervioso central y otros tejidos recubiertos de colesterol y que además producen hemólisis en los eritrocitos causando la muerte al insecto (42).


  Producción industrial


  La biomasa de Bacillus sphaericus puede obtenerse por fermentación sumergida, producción en pequeña escala a partir de materiales proteínicos de desecho y al ser una bacteria aerobia estricta requiere una alta aireación para su desarrollo. A 42°C se reduce la formación de toxina, sin afectar el crecimiento y la esporogénesis del microorganismo. En algunos casos el crecimiento y potencia de la cepa se logra bien en medio de solución de sales minerales (SSM) que tiene vitaminas, aminoácidos, glicerol y sales minerales y el RAW medio industrial que contiene harina de pescado, aceite de soya, vitaminas y cloruro de calcio (40).


  Con el interés de obtener un mayor rendimiento en la acción biológica que cumplen estos microorganismos y minimizar los costos de producción industrial (39), puesto que los métodos empleados de fermentación resultan muy costosos, se han realizado estudios que buscan nuevas alternativas, generando la producción de nuevos medios de cultivo a expensas de residuos cerveceros y levaduras, los cuales han demostrado que promueven el crecimiento y la esporulación de la bacteria (43). También se ha considerado el empleo de materiales de desecho bio-orgánicos (plumas de pollo) como otra alternativa al proveer gran cantidad de β-queratina para el desarrollo de la bacteria (44).


  Se han realizado ensayos con cinco medios de cultivo que contienen semillas de legumbres, sangre de vaca seca y sales minerales. A partir de estos nuevos medios de cultivo se ha obtenido una mayor producción de las toxinas del insecticida específicamente contra especies de Culex, Anopheles y Aedes (45). Otros medios producidos a partir de comida para peces, fríjol de soya y maíz han reportado eficiencia para la producción en masa (46-48), al igual que la utilización de papas en un medio de fermentación (49).


  Aplicación


  El Bacillus sphaericus se aplica típicamente a aguas con alto contenido orgánico donde viven las larvas de los mosquitos (50). Este microorganismo tiene el beneficio de presentar mayor persistencia en el ambiente, debido a su capacidad de reciclarse, reproducirse en los cadáveres de las larvas afectadas e infectar otras (51). Su uso no se permite en los depósitos que contienen agua potable ya que este microorganismo tiene eficacia en aguas ricas en materia orgánica. Las esporas de Bacillus sphaericus sobreviven bien en la naturaleza y parece que el reciclado ocurre en el suelo.


  Estudios de la acción larvicida de las muestras ha demostrado que las de mayor profundidad tienen mayor actividad que las superficiales, ya que no se observa actividad larvicida después de una exposición a la luz directa y en habitats con poca actividad luminosa dan resultados residuales por más largo tiempo (4). Su acción patógena depende de factores como: dosis de aplicación, ingestión de la toxina por la larva, velocidad de alimentación de la larva, rapidez con la cual la bacteria cae al fondo del criadero y se vuelve inaccesible a los anofelinos, competencia con otras materias orgánicas, grado de contaminación del agua, presencia o ausencia de vegetación y de los hábitos alimentarios de los vectores. Ensayos de campo han demostrando la ausencia de efectos sobre invertebrados no blanco de este microorganismo como crustáceos, dípteros, langostinos, renacuajos, escarabajos, mosca de la fruta, mosca negra, polilla de harina, al igual que vertebrados presentes en lugares de aplicación de este biolarvicida (52).


  Latinoamérica ha mostrado gran interés en la producción industrial y aplicación del biolarvicida, el Laboratorio Biológico Farmacéutico (LABIOFAM) de Cuba, ha desarrollado los protocolos para este fin. Este producto ha sido utilizado y registrado en numerosos países de la región, donde se han obtenido buenos resultados después de su aplicación. La fórmula se presenta en forma de suspensión acuosa, que contiene las esporas y los cristales tóxicos del mencionado bacilo, los cuales destruyen las larvas de los mosquitos después de las primeras 72 h (53).


  En Nicaragua durante el año 1996, se reportan resultados exitosos después de la aplicación aérea y terrestre del biolarvicida en la costa del lago Xolotlan, Managua, con un registro de efectividad hasta de 100% tres meses después del tratamiento biológico sobre larvas de Anopheles albimanus (54).


  El producto también fue evaluado en criaderos urbanos y periurbanos en el municipio de Buenaventura, en el Valle del Cauca, Colombia, para el control de dos importantes especies vectores de malaria en la región: Anopheles albimanus y Anopheles nuñeztovari. Los resultados indican que el biolarvicida es altamente efectivo para controlar estas especies, y se ha comprobado además que la duración de la actividad es de por lo menos tres meses en los criaderos tratados (55).


  Los resultados epidemiológicos obtenidos en Managua y en el departamento de Escuintla, coinciden con los reportados por los boletines epidemiológicos del Sistema Local de Asistencia en Salud (SILAIS) durante el año 1997, después de la aplicación del controlador biológico (GRISELESF) para vectores maláricos en ese país, reportándose una reducción en el 25% de los casos de malaria en relación con los años 1995 y 1996, en todo el territorio del SILAIS, Managua. Sin embargo, al tener en cuenta sólo las áreas de intervención del tratamiento biológico, fue posible apreciar una reducción promedio de 50% de los casos acumulados de la enfermedad respecto a los dos años anteriores (56).


  En la República de Guatemala los resultados obtenidos durante el año 1998 fueron satisfactorios, así como los logrados durante años anteriores en distintos países de la región después de la utilización del control biológico de vectores maláricos con Bacillus sphaericus cepa 2362. Esto demuestra la posibilidad de incorporar este método como parte de los programas de control integrado de vectores maláricos, en correspondencia con lo recomendado por la OPS/OMS (51).


  Finalmente, se puede decir que este bacilo posee ventajas frente a otro tipo de microorganismos con capacidad biocontroladora como el Bacillus thuringiensis, ya que posee mayor efectividad y persistencia en el ambiente (57,58). De igual forma el aislamiento de microorganismos como el Bacillus sphaericus dentro de territorio colombiano contribuye al manejo de enfermedades de interés en salud pública como malaria, fiebre amarilla y dengue, ya que al ser estas cepas nativas ofrecen mejores condiciones de adaptación y eficacia.


  Sin embargo, es necesario realizar a las cepas nativas del Bacillus sphaericus además de la identificación microscópica, macroscópica y bioquímica, la caracterización molecular para identificar los genes que codifican para sus proteínas tóxicas, en este caso la proteína larvicida (toxina binaria Bin A y Bin B), con el objeto de ratificar el poder tóxico y proporcionar un aporte eficaz en los programas de control epidemiológico de vectores, mediante el biocontrol, el cual garantiza mantener el equilibrio en el medio ambiente, al no producir efectos adversos en la naturaleza ni en el humano; así como el aporte a nivel científico que contribuye con campos de investigación en nuestro país.
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