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  Nova de cara al reto que representa la seguridad alimentaria

  


  En 1962, Rachel Carson, el moderno icono de los ambientalistas, publicó su Primavera Silenciosa, considerada por muchos como la primera revisión juiciosa sobre el impacto de los plaguicidas en la naturaleza. Tras documentar el efecto letal del DDT sobre algunas especies de avifauna, preveía una primavera sin el canto de los petirrojos, los tordos, los arrendajos o el arrullo de las palomas, como consecuencia, de la toxicidad de los productos empleados a gran escala para el control de vectores.


  Dicha publicación, inicia una preocupación de al menos una fracción importante de la raza humana por un trato más amable con el medio ambiente, en aras de preservar nuestra propia subsistencia sobre el planeta. Para 1971 Maurice Pasquelot, un periodista francés, presentaba su La terre chauve (La tierra intoxicada), una visión apocalíptica de los efectos de la tecnología. En el prefacio se lee sin ambages, “este libro es terrorífico”.


  Por otra parte los antibióticos, empleados en la lucha contra mortales enfermedades y nacidos industrialmente apenas unas décadas atrás, que se empezaron a utilizar para incrementar los índices de conversión de alimento en los animales de granja, o para mejorar como es el caso del cloranfenicol, el aspecto de las carnes rojas, habían seleccionado las poblaciones bacterianas que ya entonces se mostraban resistentes a su actividad sanadora. Según el autor, un vaso de leche podía llegar a tener 10 Unidades Internacionales de penicilina.


  De la misma forma, el dietil etil bestrol, una hormona sintética de efectos feminizantes, se administraba a los animales de engorde con el propósito de incrementar sus acúmulos grasos, sin conocer los efectos cancerígenos de la misma. El uso de hormonas por parte de los productores de carne bovina llegó a ser, en los países desarrollados, de más del 80%. Dentro de los posibles efectos de estas sustancias, además de la inducción de cáncer, se continúan señalando los de la feminización y son mucho los autores que consideran un efecto general sobre las sociedades humanas que incluyen, entre otros, una disminución en la concentración de espermatozoides, precocidad en el desarrollo sexual y cambios comportamentales.


  De pronto se hacía necesario revisar cuidadosamente todas las sustancias que se servían a la mesa. Las carnes podían contener anabolizantes y antibióticos y estar además contaminadas con gérmenes como Listeria, Salmonella, Brucella o E. coli, entre otros. La leche, además, solía provenir de animales enfermos de mastitis, por lo que los consumidores sumaban a su dieta células y mediadores de inflamación. Las verduras, regadas con aguas servidas, representan bien la incertidumbre sobre los alimentos: de un lado, recomendadas por sus contenidos de fibra, minerales y vitaminas, de otro estigmatizadas por toxicólogos y microbiólogos. El pescado y los productos de mar con contenidos peligrosos de metales pesados hicieron su debut con


  Pero el escenario sombrío que mostraba la alimentación en las décadas de los 60 y 70 se oscureció aún más con la aparición de la encefalopatia espongiforme bovina durante los años 80. Consumir carnes bovinas de animales enfermos, era un riesgo mortal. Poco a poco los efectos de la tecnología inapropiadamente valorada, aplicada a los procesos de producción de alimento, así como el resultado de los desechos industriales sobre flora y fauna acuáticas, se hicieron evidentes y alertaron a la sociedad.


  Hoy, aún incipientes, son visibles los esfuerzos realizados en este sentido, por una serie de instancias políticas regionales e internacionales, con el objeto de mitigar tales consecuencias nocivas de la tecnología. Es así como surge el concepto de “seguridad alimentaria”, que a pesar de ser entendido originalmente desde la perspectiva del abastecimiento apropiado, abarca en realidad otros aspectos.


  La FAO redefinió recientemente el concepto: “Por seguridad alimentaria se entiende que los alimentos están disponibles en todo momento, que todas las personas tienen acceso a ellos, que los alimentos son nutricionalmente adecuados en lo que respecta a su cantidad, calidad y variedad y que son culturalmente aceptables para la población en cuestión. Sólo si se cumplen todas estascondiciones cabe asegurar que la población tiene asegurada la seguridad alimentaria”.


  De otra parte, la Oficina Internacional de Epizootias, OIE, “trabaja para reducir los riesgos para la salud pública que entrañan los alimentos debido a los peligros asociados con los animales” y aclara, “en este contexto, peligro designa elementos físicos, químicos y biológicos. En el recientemente aparecido, Tercer Plan Estratégico de la OIE, se señala que la entidad debería ser mas activa en el ámbito de la salud pública y de la protección del consumidor.


  Una consecuencia importante del fenómeno de riesgo asociado con la alimentación ha sido justamente el nuevo papel que debe jugar el consumidor y la sociedad en general. Mientras el consumidor deberá, como hace ya en algunos países europeos, indagar y buscar respuestas sobre el origen, sistema de producción, forma de manipulación, tipo de empaque, conservantes y sustancias artificiales y sus posibles riesgos para la salud, de los alimentos (un alimento seguro deberá contar con un fácil sistema de rastreabilidad), corresponde al estado (en representación de la sociedad), los productores, la universidad en general, y los investigadores en particular establecer que los alimentos cumplan con todas las especificaciones dadas por la FAO y en especial con la de inocuidad.


  De cara a los retos planteados por la globalización y su impacto en la producción de alimentos en los países en vías de desarrollo, y respondiendo a las inquietudes aquí planteadas, en su sexto número, NOVA – Revista Científica en Ciencias Biomédicas, publica dos artículos relacionados con el tema, e invita a la comunidad científica y académica a aportar más textos que contribuyan al debate sobre la Seguridad Alimentaria.
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  Resumen


  Los organismos pueden ser clasificados en fotótrofos, quimiorganótrofos y quimiolitótrofos de acuerdo a las formas como obtienen energía. Pueden utilizar como aceptor final de electrones bien sea el oxígeno o cualquier otra molécula que esté en capacidad de cumplir la misma función. A pesar de las diferencias metabólicas que presentan estos organismos; la forma como obtienen energía se rige bajo un principio físico básico: emplean un sustrato que está en capacidad de generar un flujo de electrones termodinámicamente favorable, en donde es liberada la energía empleada en realizar múltiples funciones. En este sentido, los organismos son verdaderas pilas voltaicas vivientes. Estas conclusiones han hecho evolucionar la estructura conceptual de la bioquímica; sin embargo, el sistema educativo no ha evolucionado a la par. La discusión presenta la importancia de re-escribir los libros de texto de bioquímica en los que sean plasmados los nuevos conceptos que emergen gracias a los hallazgos de formas de vida consideradas hasta hace poco inimaginables.


  Palabras claves: bioquímica, enseñanza, fotótrofos, metabolismo energético, pilas voltáicas, quimiolitótrofos, quimiorganótrofos.


  Abstract


  Organisms can be classified as phototroph, chemorganotroph and chemolithotroph, according to the way they obtain energy Oxygen or any other molecule can be used as electron acceptor as long as it exhibits the same function. In spite of the metabolic differences, these organisms are governed by a basic physical principle: substrates are used to generate a flow of electrons thermodynamically favorable, where the produced energy can be used for multiple functions. In this sense, it can be said that organisms are true voltaic batteries. This type of assumptions have made a considerable advance in the biochemical conceptual structure. However, the educational system has not change at the same time. The present discussion demonstrates the importance of re-writing biochemistry text books in order to capture the new perceptions that emerge from the discoveries of new types of life considered unimaginable until recently,


  Key words: chemolithotrophs, chemorganotrophs, energy metabolism, phototrophs, voltaic battery, teaching.


  Cualquier organismo debe asegurar mecanismos que le permitan proveerse de energía para poder realizar las múltiples funciones que lo caracterizan como ser vivo. Los organismos más ampliamente distribuidos en el planeta Tierra, y así los más ampliamente conocidos, son aquellos que logran extraer energía bien sea de moléculas orgánicas o a partir de la radiación solar. Existe adicionalmente una amplia variedad de organismos, todos ellos del mundo microscópico, capaces de extraer energía de fuentes que para la mayoría de las especies sería absolutamente imposible hacerlo. Aunque han permanecido también en el planeta por millones de años, sólo en las últimas décadas ha sido relevante su estudio; esto gracias a la gran cantidad de aplicaciones industriales, comerciales y ecológicas que recientemente se les ha encontrado.


  Según la fuente de energía, los organismos son clasificados en fotótrofos si obtienen energía de la radiación solar, o bien quimiótrofos, si su fuente de energía es de naturaleza química. Dentro de los quimiótrofos es posible establecer dos categorías; los quimiorganótrofos, quienes obtienen energía a partir de moléculas orgánicas, y los quimiolitótrofos, aquellos que obtienen energía a partir de moléculas inorgánicas (1).


  La vida que se conoce es fundamentalmente fotótrofa o quimiorganótrofa. Dentro de los organismos fotótrofos se encuentran bacterias, algas y todas las plantas. Dentro de los quimiorganótrofos se encuentra una amplia variedad de bacterias, hongos, levaduras, protozoos y por supuesto todos los animales. Un poco menos conocido, pero no menos importante en el mantenimiento del ecosistema, es el sistema de vida quimiolitótrofo; esto es, la capacidad que tienen ciertos organismos de los dominios bacteria y archaea de extraer energía de sustancias inorgánicas como azufre elemental (Sº), sulfuro de hidrógeno (H2S), iones ferrosos (Fe2+), pirita (FeS2), amoniaco (NH3), nitritos (NO2-) e hidrógeno molecular (H2).


  El estudio del metabolismo energético de los quimiolitótrofos resulta impactante por cuanto son organismos que logran sobrevivir en condiciones consideradas desde el punto de vista humano, extremas.


  Muchos de estos organismos viven en ambientes con carencia total de sustratos orgánicos, a pH inferiores a 2,0 y a temperaturas cercanas a los 100ºC. Es el caso de la archaea Sulfolobus acidocaldarius que se encuentra en hábitats volcánicos, en fuentes hidrotermales ácidas y calientes o en fuentes termales de azufre como en el parque Yelowstone en Estados Unidos. Esta archaea extrae toda la energía necesaria para su metabolismo de la oxidación del sulfuro de hidrógeno y del azufre elemental. Thiobacillus ferrooxidans es una bacteria que extrae energía a partir de los iones ferrosos y de la pirita; su habitat se encuentra en las minas de carbón en proceso de explotación y en las aguas ácidas resultantes. Las bacterias nitrificantes obtienen energía de la oxidación del amoniaco y de los nitritos resultantes de la descomposición del material orgánico proveniente de residuos de plantas y animales principalmente. Las archaeas metanogénicas habitan los pantanos y pueden obtener energía a partir de la oxidación del hidrógeno (1).


  Lo asombroso de todo ello, radica en que todos estos organismos–fotótrofos, quimiorganótrofos y quimiolitótrofos, a pesar de su gran diversidad genética, metabólica y de hábitat; utilizan el mismo principio físico básico para la obtención de energía: la transferencia de electrones desde un donador con un potencial de óxidoreducción muy negativo (baja afinidad por los electrones), hacia un aceptor de electrones con un potencial de óxido-reducción muy positivo (alta afinidad por los electrones).


  En estas condiciones el proceso es termodinámicamente favorable (ÄG total negativo), es decir, libera energía que puede ser utilizada en la realización de algún tipo de trabajo como la síntesis de moléculas altamente energéticas (ATP: Adenosín trifosfato). Esta energía puede ser posteriormente empleada en procesos que tienen que ver con la síntesis de estructuras, locomoción, transporte de sustancias, entre otras.


  Similarmente, en una pila voltaica se genera energía mediante el mismo principio físico. Allí también ocurre una transferencia de electrones desde un donador con un potencial de óxido-reducción muy negativo (por ejemplo Znº -0,76V), hacia un aceptor con un potencial de óxido-reducción muy positivo (por ejemplo Cu2+ +0,34V). Una pila es por tanto fuente de energía útil que puede ser empleada por el hombre en infinidad de aplicaciones, Figura 1.
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  Figura 1. Pila voltaica. Los recipientes (a) y (b) contienen soluciones acuosas de iones Zn2+ e iones Cu2+, respectivamente; en los cuales se encuentran inmersos electrodos de Znº y de Cuº. Los electrones fluyen desde el electrodo de Znº hasta los iones de Cu2+ del recipiente (b). La energía producida es medida mediante el voltímetro. El puente salino conecta los dos recipientes y mantiene el equilibrio de iones.


  Todos los organismos vivos emplean las reacciones de oxidación-reducción termodinámicamente favorables para generar la energía necesaria. Los organismos quimiótrofos emplean un sustrato reducido como fuente de energía (y de electrones) con un potencial de oxidoreducción muy negativo (o relativamente poco positivo); y un sustrato oxidado como aceptor de electrones con un potencial de oxido-reducción muy positivo (o relativamente poco negativo). En este proceso por tanto, el sustrato reducido fuente de energía es finalmente oxidado y el sustrato oxidado aceptor de electrones es finalmente reducido.


  La mayoría de los organismos quimiorganótrofos (o por lo menos los más conocidos) utilizan como fuente de energía sustancias orgánicas como carbohidratos, lípidos o proteínas. Escherichia coli es una bacteria quimiorganótrofa que puede vivir en un medio enriquecido en glucosa (C6H12O6). Si existe abundante oxígeno (O2) en el medio, realizará respiración aeróbica de la glucosa.


  En estas condiciones, la glucosa es oxidada completamente hasta dióxido de carbono y agua, en donde la fuente de energía (y de electrones) es la glucosa y el aceptor final de electrones es el oxígeno [1]. La glucosa posee un potencial de óxido-reducción de -0,43V y el oxígeno, un potencial de óxido-reducción de +0,82V. La transferencia de electrones desde la glucosa hasta el oxígeno es entonces un proceso termodinámicamente favorable, con liberación de energía que es empleada por la bacteria en la realización de sus funciones. De maneras similares, otros organismos quimiorganótrofos como hongos, levaduras, protozoos y todos los animales incluyendo el hombre, obtienen la energía que necesitan. [1]
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  Los organismos quimiolitótrofos utilizan el mismo principio físico ya descrito. Sulfolobus acidocaldarius oxida azufre elemental (Sº) en presencia de oxígeno hasta obtener sulfato (SO4 2-) [2]. El potencial de óxido-reducción del azufre es -0,19V. Igualmente, la transferencia de electrones desde el azufre hasta el oxígeno es un proceso termodinámicamente favorable, con liberación de energía. Nitrobacter es un grupo de bacterias nitrificantes que oxida nitrito (NO2 -) a nitrato (NO3 -) en presencia de oxígeno, con liberación de energía [3]. Aunque el nitrito posee un potencial de óxido-reducción positivo (+0,42V), este es menos positivo que el del oxígeno; ocurriendo de todas formas una transferencia de electrones termodinámicamente favorable. La consecuencia de tener un potencial positivo y cercano al del oxígeno aunque menor, es un crecimiento poblacional relativamente lento.


  Situación similar ocurre en Thiobacillus ferrooxidans en donde el ión ferroso (Fe2+) es oxidado a férrico (Fe3+) en presencia de oxígeno [4], con un potencial de óxidoreducción de +0,76V.
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  Existen organismos también quimiorganótrofos que han sido reconocidos tan sólo en los últimos años por sus habilidades para biorremediar, es decir, liberar ambientes contaminados con petróleo, insecticidas y herbicidas.


  Son todos ellos microorganismos que pueden emplear como fuente de energía hidrocarburos tanto alifáticos como aromáticos, sustancias que para la mayoría de las especies que habitan el planeta son tóxicas. Entre ellos es posible encontrar algunas levaduras y algunos géneros de bacterias como Nocardia, Pseudomonas y Mycobacterium. A pesar de lo exótico en su forma de alimentación, la estrategia para obtener energía en estos organismos es la misma; el sustrato reducido (que puede ser propano, butano y hasta octano inclusive) es progresivamente oxidado hasta ser convertido en un intermediario de las vías metabólicas centrales, en este caso ácidos carboxílicos; los cuales siguen siendo oxidados completamente hasta CO2 mediante â-oxidación, ciclo de Krebs y fosforilación oxidativa (2). El aceptor final de electrones es también el oxígeno [5]. Igualmente, la transferencia de electrones es termodinámicamente favorable con liberación de energía.
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  El caso de los fotótrofos es un poco diferente, sin embargo, el principio físico de obtención de la energía necesaria para la síntesis de ATP es el mismo. Existe igualmente un donador de electrones que puede ser moléculas de agua (H2O), sulfuro de hidrógeno (H2S), azufre elemental (Sº), o iones ferrosos (Fe2+). El aceptor de electrones es generalmente moléculas de nicotín adenín dinucleótido fosfato oxidadas (NADP+). En el caso de la fotosíntesis oxigénica, el donador de electrones es el H2O, con un potencial de óxido-reducción de +0,82V, y el aceptor de electrones es el NADP+ con un potencial de óxidoreducción de -0,32 V. El flujo de electrones aquí no es espontáneo; sin embargo, es precisamente la radiación solar, la encargada de proporcionar la energía necesaria para que el proceso se torne termodinámicamente favorable. El mecanismo consiste en lo siguiente: La molécula de agua transfiere electrones a las moléculas de pigmento fotosintético como la clorofila. Estas moléculas de pigmento generalmente poseen un potencial de óxidoreducción más positivo que el del agua; por tanto, el flujo de electrones ocurre sin aporte externo de energía. Sin embargo, el siguiente aceptor en la cadena transportadora de electrones tiene un potencial de óxido-reducción negativo. En este paso, el flujo de electrones no es espontáneo. Para que el flujo de electrones continúe es necesario que la radiación solar, active las moléculas de pigmento de tal forma que su potencial de óxido-reducción pase de ser muy positivo a muy negativo. De esta manera, el pigmento fotosintético activado, está en capacidad de continuar la transferencia de electrones termodinámicamente favorable, en la cuál es factible obtener una cantidad de energía suficiente para la síntesis de moléculas de ATP, Figura 2.


  De acuerdo con los análisis hechos, es posible concluir que evidentemente los organismos son verdaderas pilas voltaicas vivientes; en donde ocurre una transferencia de electrones desde un donador con un potencial de oxido reducción muy negativo (o poco positivo) hasta un aceptor con un potencial de oxido-reducción muy positivo (o poco negativo). Esta transferencia de electrones termodinámicamente favorable, libera una buena cantidad de energía útil para realizar trabajo como por ejemplo, en el caso de organismos vivos, la síntesis de moléculas de ATP.


  La trascendencia de la conclusión anterior radica en la posibilidad de simplificar la mayoría de los procesos bioquímicos, en este caso el metabolismo energético, en uno a más principios físicos básicos que rigen tanto la materia viva como la inerte. La ganancia de la simplicidad es poder analizar un evento (en este caso biológico) presentado en situaciones muy diferentes (diversidad genética que conlleva a la diversidad metabólica y por tanto a la diversidad de ambientes habitados) pero interpretado desde la misma perspectiva.


  Los ejemplos presentados para los organismos quimiótrofos, contemplan siempre como aceptor final de los electrones al oxígeno; sin embargo, no es el único aceptor final de electrones disponible. Es posible encontrar organismos con respiración anaerobia (proceso que difiere ampliamente de la fermentación) y que utilizan a diferencia del oxígeno, aceptores como iones nitrato (NO3 -), sulfato (SO4 2-), hierro férrico (Fe3+), azufre elemental (Sº) y dióxido de carbono (CO2). Podría decirse literalmente que estos organismos no respiran oxígeno sino nitrato, sulfato, etc.
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  Figura 2. Fotosíntesis oxigénica en una planta. El eje vertical hacia la izquierda del diagrama, representa la variación en los potenciales de óxido-reducción que van desde los muy positivos (abajo) hasta las muy negativos (arriba); de tal manera que la transferencia de electrones es termodinámicamente favorable (con liberación de energía útil) si se realiza desde una molécula que se encuentre en la parte de superior de el diagrama, hasta una molécula que se encuentra en la parte inferior del mismo. El donador inicial de electrones es el H2O y el aceptor final es NADP+. Note que el flujo de electrones total no sería termodinámicamente favorable por cuanto el potencial de óxido-reducción del H2O es muy positivo (alta afinidad por los electrones) con respecto al potencial del NADP+ que es muy negativo (baja afinidad por los electrones). Sin embargo, la incidencia de la radiación solar, proporciona la energía suficiente para que el pigmento P680 pase a un estado activado (P680*) con un potencial de óxido-reducción tan negativo, que es capaz de generar un flujo de electrones termodinámicamente favorable entre los transportadores de electrones Ph, QA, QB, QH2, Complejo del citocromo bf y PC. El mismo mecanismo de activación y transporte ocurre en el pigmento P700, permitiendo la reducción final del NADP+, utilizando los transportadores de electrones A0, A1, Fx, Fd y Fp.


  Nuevamente, la condición para ser aceptor final de electrones es poseer un potencial de óxido-reducción muy positivo (o relativamente poco negativo) con respecto al potencial de óxido-reducción del donador de electrones.


  Sin descartar obviamente la necesidad de la maquinaria estructural y funcional de la célula indispensable para que donador y aceptor puedan efectuar el flujo de electrones con liberación de energía, y esta ser canalizada a su vez en la síntesis de moléculas de ATP; el metabolismo energético de cualquier organismo vivo requiere por tanto como condición mínima la existencia de al menos un donador de electrones como fuente de energía, y de al menos un aceptor final de electrones.


  El simplificar los procesos en uno o mas principios, permite la evolución de los aspectos conceptuales de una disciplina; fortaleciendo su estructura al agrupar en uno sólo, fenómenos que antes parecían no tener relación entre sí. De esta forma se abre una nueva visión de la bioquímica metabólica; en la que es posible abordar el estudio del metabolismo energético de todos los organismos como pilas voltaicas vivientes, independientemente de los sustratos empleados como fuente de energía (electrones) o de las sustancias empleadas como aceptores de los mismos. La aparente confusión de metabolismos diversos, expuesta por organismos que habitan hasta los lugares más extremos, es aclarada si se considera el mismo principio básico subyacente.


  El descubrimiento de nuevos seres, la gran mayoría de ellos procariotas, con metabolismos que hasta hace sólo unas décadas podrían parecer inimaginables, ha expandido el horizonte de la bioquímica metabólica. El hallazgo de organismos vivos a 500 m. de profundidad bajo el nivel del mar en fuentes termales marinas a muy altas temperaturas (3), o en ambientes con temperaturas bajo cero, en ausencia de oxígeno y utilizando como aceptores de electrones óxidos de manganeso (4); ha hecho cambiar el concepto que hasta hace muy poco se tenía sobre las condiciones en las cuales la vida sería posible (5). Algunos de estos organismos no sólo utilizan como única fuente de electrones sustancias inorgánicas, sino que además su crecimiento es inhibido por la presencia de moléculas de piruvato (6).


  Los organismos eucariotas acapararon durante mucho tiempo casi toda la atención de la comunidad científica. En términos de Nealson y Conrad, el estudio de la vida en la tierra estaba centrado en el estudio de los organismos eucariotas. Hoy en día con el descubrimiento de la gran diversidad genética y metabólica de las células procariotas, la comunidad científica ha volcado sus ojos hacia este otro mundo. El hallazgo de nuevas formas de vida encontradas en procariotas ha permitido ampliar la estructura conceptual que explica el metabolismo energético, no centrado exclusivamente en la utilización de sustratos orgánicos clásicos como carbohidratos, lípidos o proteínas y en el aparentemente universal oxígeno como aceptor final de electrones.


  Lamentablemente este amplio panorama que ha sido desvelado, no es reflejado en el sistema educativo. La bioquímica que hoy en día es enseñada en las instituciones superiores es la bioquímica del mundo eucariota, un mundo que como se ha dicho, es bastante limitado comparado con la riqueza metabólica que ofrece la diversidad procariota. Inclusive los textos de bioquímica de mayor prestigio (7, 8, 9) tienen alusiones pobres o ninguna a otros sistemas vivientes diferentes a los del mundo eucariota; asumen la obtención de energía únicamente a partir de carbohidratos y lípidos, y se habla de respiración (no se aclara si es aerobia o anaerobia porque si se desconoce la anaerobia, no es necesario aclararlo) y fermentación (que en la mayoría de los casos es confundida con respiración anaerobia). Se asume por defecto que todos les organismos poseen organelos internos y se explicita muy bien las reacciones ocurridas en la mitocondria; pero no se da ninguna información que permita entender cómo se las arregla un organismo que carece de ella.


  La situación es más preocupante cuando en algunos casos la visión de bioquímica a enseñar recuerda todavía la vieja idea medieval del antropocentrismo. Salvo en los cursos de bioquímica ofrecida para estudiantes de medicina y demás ciencias de la salud, no es clara la tendencia absolutamente sesgada a enseñar únicamente la bioquímica humana, como ha ocurrido en muchos cursos de bioquímica ofrecidos para estudiantes de biología, química, microbiología y ciencias afines.


  Aunque es cierto que muchos de los descubrimientos son recientes y es comprensible que el cambio no se haya dado, en otras circunstancias no hay justificación. Se conoce de la existencia de organismos quimiolitótrofos desde finales del siglo XIX, mediante el aporte de Winograsdsky, citado por Madigan, quien encontró que precisamente existían organismos cuya única fuente de energía es inorgánica. Si estos hallazgos datan del siglo XIX; ¿cuál es la razón que amerita que en el siglo XXI aún no sean incorporados en la estructura conceptual de la nueva bioquímica y por ende en la estructura mental de profesores y estudiantes? ¿Cuál es el temor que se le tiene a observar la gran diversidad que la Naturaleza ofrece, aun cuando es posible aplicar principios físicos universales que logran explicar, como es el caso en cuestión, el metabolismo energético de los seres vivos? ¿Acaso no resulta demasiado sencillo asumir los organismos vivos como pilas voltaicas en donde basta averiguar por el donador y por el aceptor de electrones para identificar el tipo de metabolismo que cada organismo posee?


  Sea esta discusión una invitación al cambio y a la realización de propuestas que lleven a re-escribir los libros de texto de bioquímica en los que sea plasmada la maravillosa diversidad de la naturaleza.
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  Resumen


  Las prácticas agrícolas inadecuadas han sido la causa del aumento de los suelos salinos–sódicos en todo el planeta. Su recuperación se ha hecho principalmente cambiando el sodio por otro catión, generalmente calcio, remediando en forma mecánica y usando plantas halotolerantes. Aunque estas prácticas controlan en alguna medida el problema, no se ha podido hacer una recuperación efectiva en estos suelos. Este trabajo presenta como alternativa, el uso de bioremediación con bacterias halófilas. El objetivo de la investigación fue evaluar la capacidad de cinco especies de bacterias halófilas para capturar iones sodio in vitro y dise&ntilde;ar una propuesta para su posible aplicación en bioremediación de suelos sódicos y salinos. La captura del sodio se demostró comparando la concentración inicial de la solución de sodio sin inocular y la concentración de la misma con la bacteria inoculada a través de la técnica de espectroscopia de absorción atómica.


  Las bacterias que demostraron la capacidad de captura de sodio in vitro fueron: Vibrio alginolyticus, Vibrio metschnikovii, Flavimonas oryzihabitans y Agrobacterium tumefasciens. Serratia marcescens no demostró captura. La comprobación de la captura de sodio permitió hacer dos propuestas: dise&ntilde;ar un bioreactor con un consorcio microbiano que incluya las bacterias que capturaron sodio en el experimento y bacterias autóctonas presentes en los suelos salinos y sódicos; utilizar ingeniería genética para implantar el gen de bomba de sodio de la especie con mejor captura, en especies nativas existentes en este tipo de suelos.


  Palabras clave: bacterias halófilas, bioremediación, Flavimonas oryzihabitans, suelos salinos, Vibrio alginolyticus, Vibrio metschnikovii.


  Abstract


  The inadequate agricultural practices have been the cause of the increase of saline-sodic soils in the entire planet. Its recovery has been done mainly changing sodium by another cation, generally calcium, remedying in mechanical form and using halotolerant plants. Although these practices control the problem to a certain extent, it has not been able to make an effective recovery in these soils. This work displays as an alternative, the use of bioremediation with halophiles bacteria. The objective of the investigation was to evaluate the capacity of five species of halophiles to capture in vitro sodium ions and to design a proposal for its possible application in bioremediation of sodic and saline soils. The capture of sodium was demonstrated by comparing the initial concentration of the sodium solution without inoculating and the concentration of the same one with the bacterium inoculated through the technique of spectroscopy of atomic absorption.


  The bacteria that demonstrated the capacity to capture sodium in vitro were: Vibrio alginolyticus, Vibrio metschnikovii, Flavimonas oryzihabitans and Agrobacterium tumefasciens. Serratia marcescens did not demonstrate capture. The verification of the sodium capture allowed as to make two proposals: to design a bioreactor with a microbial partnership that includes the bacteria that captured sodium in the experiment and native bacteria in saline and sodic soils and to use genetic engineering to implant the gene of sodium bomb of the species with better capture in existing indigenous flora in this type of grounds.


  Key words: bioremediation, Flavimonas oryzihabitans, halophiles bacteria, salt soils, Vibrio alginolyticus, Vibrio metschnikovii.


  Introducción


  La presencia de salinidad y sodio en los suelos interfiere en el crecimiento adecuado de la mayoría de los cultivos y por lo tanto constituye uno de los problemas más serios que enfrenta la agricultura sostenible a nivel de todo nuestro planeta. La Organización de las Naciones Unidas para la agricultura y la alimentación FAO y la Organización de las Naciones Unidas para la Educación, la Ciencia y la Cultura UNESCO calculan que el área total de suelos salinos en el mundo es de 397 millones de hectáreas y los suelos sódicos corresponden a 434 millones de hectáreas. Así mismo, estableció que de 230 millones de tierra irrigada, 40 millones de hectáreas son suelos afectados por la salinización (corresponde al 19%), estas últimas cifras afectadas en menor o mayor grado por la intervención del hombre. (1,2,3,4).


  En América tropical, (5) se estima que el cuatro por ciento de las tierras son de carácter sódico, salino o ambos. En Colombia, en los valles de los ríos hay presencia de suelos salinos y sódicos. (6).


  La recuperación de los suelos sódicos se ha hecho principalmente cambiando el sodio en complejo coloidal por otro catión, aplicando principalmente sales solubles de calcio, sales de calcio con baja solubilidad (cal agrícola);m en forma mecánica mezclando la capa superficial con arado y usando plantas halotolerantes; sin embargo, no es fácil ni económico eliminar o disminuir las concentraciones de sodio del suelo. Esta investigación consideró una alternativa diferente de solución al problema de salinización y sodicidad del suelo: la bioremediación, proceso por el cual se pretende recuperar suelos mediante procesos biológicos con microorganismos (7).


  Trabajos realizados por algunos investigadores quienes valoraron la capacidad de microorganismos como P. aeruginosa (8), Bacillus (9), y algunos hongos (10) para remover metales pesados como mercurio, plomo, cadmio, cobalto, entre otros han evidenciado que los microorganismos son capaces de cambiar los iones originales y formar complejos. No se conocen reportes científicos en los cuales se haya considerado la posibilidad de utilizar microorganismos para bioremediar suelos salinos y sódicos.


  La hipótesis de esta investigación fue que microorganismos bacterianos con capacidad halófila, es decir que dependen para su supervivencia del sodio, podrían ser utilizados como posibles remediadores de suelos sódicos y salinos. El objetivo fue evaluar la capacidad de microorganismos bacterianos halófilos para capturar iones sodio in vitro y dise&ntilde;ar una propuesta para su posible aplicación en bioremediación de estos suelos.


  El experimento se desarrolló en dos fases; la primera correspondió a la selección de microorganismos bacterianos con comportamiento halófilo y verificación de crecimiento en soluciones en las cuales se simularon las condiciones de los suelos salinos y sódicos a&ntilde;adiendo sales presentes en este tipo de suelos con diferentes concentraciones. La segunda fase consistió en verificar si las bacterias seleccionadas eran capaces de capturar el sodio; esta captura se demostró cuantificando el ión sodio por espectroscopia de absorción atómica en las soluciones preparadas y comparando la concentración del sodio de la solución sin inocular la bacteria con el valor obtenido en la misma solución después de inocular los microorganismos en cada una de las sales en las diferentes concentraciones. Este ensayo fue dise&ntilde;ado por la investigadora quien definió los protocolos correspondientes.


  Para validar los resultados obtenidos, se aplicó dise&ntilde;o experimental utilizando el Programa estadístico R. Se hizo análisis de varianza y posteriormente se establecieron comparaciones múltiples con prueba de Tukey entre los datos obtenidos, para saber si habían variaciones entre los tratamientos aplicados a cada uno de los microorganismos, si había diferencia entre los resultados arrojados por las cinco bacterias y establecer la bacteria que presentó mejor comportamiento.


  Los resultados obtenidos permitieron concluir que aunque todas las bacterias se comportaron como halófilas discretas en la fase inicial, solo Vibrio alginolyticus, y Vibrio metschnikovii capturaron sodio en todas las concentraciones y con todas las sales por los resultados obtenidos en la lectura final. Flavimonas oryzihabitans y Agrobacterium tumefasciens fueron variables, es decir, con algunas sales se observó captura de los iones de sodio, pero con otras, los valores se mantuvieron o elevaron y definitivamente la bacteria que no capturó ningún ión sodio en las sales fue Serratia marcescens.


  La comprobación de la captura de sodio por cuatro de las bacterias utilizadas en el experimento es el primer paso para proponer procesos de bioremediación de suelos salinos y sódicos con el uso de microorganismos. Una primera propuesta para la aplicación de bacterias es el dise&ntilde;o de un bioreactor con un consorcio microbiano que incluya las bacterias que capturaron sodio en el experimento y bacterias autóctonas presentes en los suelos salinos y sódicos; esta aplicación se haría a suelos salinos con el fin de evitar que continué su deterioro. La segunda propuesta sería utilizar la ingeniería genética para implantar el gen de bomba de sodio de la especie Vibrio en flora indígena existente en los suelos salinos y sódicos.


  Materiales y métodos


  Ensayos preliminares


  Medios de cultivo y pruebas bioquímicas automatizadas de identificación


  Los medios de cultivo utilizados en el transporte de las muestras, aislamiento primario y secundario y selección de microorganismos moderadamente halófilos fueron: medio stuart (Merck), agar nutritivo con 1.5% de cloruro de sodio, agar sangre, agar Mc Conkey, Agar TCBS y agar nutritivo con 3% de cloruro de sodio (Oxoid). La preparación de los medios de cultivo se hizo de acuerdo con los protocolos de las casas comerciales.


  El sistema automatizado de pruebas utilizado para la identificación bioquímica fue BBL Crystal™ Identification System Enteric/Nonfermenter ID Kit. El procedimiento se hizo de acuerdo con las especificaciones técnicas de la casa comercial.


  Recolección de la muestra, aislamiento y obtención de cepas bacterianas


  El aislamiento de las cepas bacterianas se hizo de agua de mar de diferentes áreas en la isla de San Andrés y de agua superficial del Humedal Cintura de la Cuenca del río San Jorge en Córdoba. Los sitios fueron seleccionados teniendo en cuenta que el hábitat natural de microorganismos moderadamente halófilos es el agua.


  Las muestras fueron sembradas en Medio de transporte Stuart y llevadas al laboratorio en Bogotá donde se procesaron. Las muestras fueron sembradas en agar nutritivo con cloruro de sodio al 1.5% y en agar sangre para obtener un aislamiento primario; la incubación fue de 24 horas a 35.5ºC. El segundo paso fue identificación microscópica con coloración de Gram a cada colonia aislada y el aislamiento secundario en dos medios selectivos, Agar Mc Conkey para bacilos gram negativos y Agar TCBS específico para crecimiento del género Vibrio; la incubación fue de 24 horas a 35.5ºC. En este aislamiento se obtuvieron nueve cepas bacterianas puras. A cada una de las nueve cepas se les realizó una prueba de identificación bioquímica utilizando el Sistema de pruebas automatizadas BD BBL Crystal.


  Identification System Enteric/Nonfermenter ID Kit


  Selección de cepas bacterianas moderadamente halófilas


  La selección de las cepas moderadamente halófilas, se hizo tomando las nueve cepas bacterianas previamente aisladas y sembrándolas en el medio agar nutritivo con 3% de cloruro de sodio. El tiempo y temperatura de incubación fue de 24 horas a 37ºC, al cabo de los cuales hubo un crecimiento óptimo de más de 50.000 ufc/100ml en cinco de estas especies; este resultado permitió hacer la selección de los microorganismos para el ensayo. Las cepas se congelaron a -70ºC y se conservaron en Agar BAB (agar base sangre Oxoid) hasta iniciar el ensayo. Las cinco cepas bacterianas seleccionadas fueron: Agrobacterium tumefasciens, Flavimonas oryzihabitans, Serratia marcescens, Vibrio alginolyticus y Vibrio metschnikovii.


  Preparación de soluciones con sales de sodio para el ensayo


  Las sales utilizadas para el ensayo fueron nitrato de sodio, sulfato de sodio y cloruro de sodio. El criterio que se tuvo para seleccionar estas tres sales, fue su presencia en los suelos salinos y sódicos y el proceso de simulación de las condiciones en las que se encontraría la bacteria con estas sales, si estuviese en ese hábitat. Las concentraciones utilizadas de cada una de las sales fueron 0.05, 0.3 y 0,65%. Las sales fueron diluidas en agua peptonada al 0,1%, medio básico para lograr el crecimiento y desarrollo bacteriano. La peptona utilizada para la preparación de esta agua fue Triptone code L42 de OXOID cuyo constituyente básico, la triptona, es un producto de digestión de la caseína. La cantidad de solución en los tubos en las pruebas preliminares no fue exacta, osciló entre 4,5 y 5,0 ml aproximadamente. El agua utilizada para la preparación de las soluciones fue destilada, desionizada y esterilizada en autoclave a 121ºC y 15 lbs de presión por 15 minutos.


  Verificación de crecimiento bacteriano en las soluciones con sales de sodio


  Las cepas bacterianas seleccionadas se prepararon en concentración de 1.2 x 10 8 ufc/100 ml en caldo nutritivo. Esta concentración se confirmó por técnicas turbidimetricas y lectura espectrofotométrica. Cada una de las cepas se sembró en tubos que contenían 5 ml del agua peptonada con las tres sales y en las tres concentraciones. La siembra se realizó utilizando 0.1 ul pipeta automática Brand (50 – 250 ul). El tiempo y temperatura de incubación fue de 24 horas y 35.5ºC al cabo de los cuales se tomo una asada de la solución (0.1ul) y se sembró en agar TCBS, agar sangre y Agar nutritivo con 3% de cloruro de sodio para verificar si las bacterias se habían desarrollado en el agua peptonada con las sales. El crecimiento fue confirmado después de incubar los medios de cultivo 24 horas a 35.5ºC


  Medición de la concentración inicial de sodio en las soluciones.


  Preparación de tubos con agua peptonada y sales de sodio


  Se preparó el agua peptonada al 0.1% en 9 fiolas cada una con una sal de sodio: nitrato de sodio, sulfato de sodio y cloruro de sodio en las concentraciones de 0.05, 0.3 y 0.65%. Se midieron 5 ml de cada una de las soluciones y se colocaron en tubos de 13 x 100 mm con tapa rosca estéril. De acuerdo con el número de bacterias y previendo tres repeticiones por cada prueba el total de tubos que se prepararon fue de 27 por cada uno de los microorganismos bacterianos seleccionados así: nueve tubos con nitrato de sodio, tres al 0,05%, tres al 0,3% y tres al 0,65%; nueve tubos con sulfato de sodio, tres al 0,05%, tres al 0,3% y tres al 0,65%; nueve tubos con cloruro de sodio, tres al 0,05%, tres al 0,3% y tres al 0,65%;. Una vez depositadas las soluciones en los tubos se procedió a esterilizar en autoclave a 121ºC y 15 lbs de presión por 15 minutos.


  Medición previa de las concentraciones de sodio.


  Las soluciones de agua peptonada con las sales de sodio se llevaron al laboratorio de suelos de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional para realizar la cuantificación de sodio por espectroscopia de absorción atómica en el equipo Perkin Elmer Analyst 300, el cual posee lámpara de cátodo hueco con argón inerte. Para esta medición fue necesario hacer una dilución 1:10 en agua destilada, y desionizada para lograr la concentración necesaria que el equipo requería para hacer las lecturas correspondientes. Las diluciones fueron preparados en tubos Falcon estériles en los cuales se colocó 1,0 ml de cada uno de los tubos y se diluyó en 9,0 ml para obtener la dilución 1:10. Se agregaron 5 gotas de Lantano con el fin de evitar interferencia con otros iones.


  Inoculación de los microorganismos en las sales de sodio


  Preparación, siembra, verificación de crecimiento e identificación bioquímica de los cinco microorganismos bacterianos


  Las cepas bacterianas conservadas a -70ºC y en agar base sangre se prepararon para ser utilizadas en el ensayo. Se verificó nuevamente su viabilidad y crecimiento en los medios selectivos Agar Mc Conkey, TCBS y agar nutritivo con 3% de cloruro de sodio. Se verificó su comportamiento bioquímico utilizando pruebas automatizadas BD BBL Crystal. (Identification System Enteric/Nonfermenter ID Kit.) Se suspendieron en caldo nutritivo en concentración de 1.2 x 10 8 ufc/100 ml.


  La siembra de los microorganismos en los tubos de las sales se realizó en Cabina de flujo laminar en condiciones de esterilidad que requiere este procedimiento. Se midió 0.1 ul de la dilución de microorganismos, con pipeta automática Brand (50 – 250 ul) de la suspensión de bacterias en el caldo nutritivo en concentración de 1.2 x 10 8 ufc/100 ml y se inoculó en el agua peptonada al 0.1% con las soluciones en 27 tubos para cada bacteria. Los tubos se incubaron a 35.5ºC por 24 horas. Finalizada la incubación, se procedió a confirmar la presencia y viabilidad de los microorganismos en las soluciones y la identificación bioquímica correspondiente. En cabina de flujo laminar, se tomó una asada de cada uno de los tubos incubados y sembró en los medios de cultivo selectivo Agar Mc Conkey, TCBS y agar nutritivo con 3% de cloruro de sodio. Los medios de cultivo se incubaron a 35.5ºC por 24 horas y se observó el crecimiento.


  Confirmado el crecimiento se procedió a realizar identificación bioquímica utilizando pruebas automatizadas BD BBL Crystal. Identification System Enteric/Nonfermenter ID Kit.


  Separación de las células bacterianas y obtención del sobrenadante


  Una vez confirmado el crecimiento bacteriano, los microorganismos fueron separados para cuantificar nuevamente el sodio en el agua peptonada con las sales de sodio. Este procedimiento se hizo centrifugando cada uno de los tubos a 2500 r.p.m por 20 minutos. El tiempo y las revoluciones utilizadas se obtuvieron comparando una lectura óptica antes y después de la centrifugación en diferentes tiempos y r.p.m hasta encontrar lecturas ópticas similares. Una vez separado el pellet de células bacterianas de todos los tubos del experimento, se procedió a separar con una pipeta automática estéril 1 ml de este sobrenadante y depositarlo en tubos Falcon para realizar nuevamente la dilución 1:10 requerida para la lectura del sodio.


  Medición de la concentración final de sodio en los sobrenadantes


  Los sobrenadantes obtenidos de las soluciones de agua peptonada con las sales de sodio después de ser sometidos a la inoculación de microorganismos y posterior separación del pellet bacteriano, se llevaron al laboratorio de suelos de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional para realizar la cuantificación de sodio por espectroscopia de absorción atómica.


  Análisis de varianza ANOVA y prueba de Tukey para comparaciones múltiples


  La aplicación de dise&ntilde;o experimental para validar el análisis de resultados se hizo utilizando el programa estadístico R.


  Tabla 1. Identificación de las bacterias halófilas aisladas con el sistema automatizado de identificación bioquímica BBL Crystal™
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  Los porcentajes de confiabilidad son estadísticas que presenta el software cuando hace la identificación del microorganismo.


  Se hicieron análisis de varianza a los resultados iniciales y finales de cada una de las bacterias, a las tres sales utilizadas y a las tres concentraciones.


  Posteriormente se establecieron comparaciones múltiples entre los datos obtenidos por cada bacteria y se compararon también los datos obtenidos para cada sal y concentración entre las cinco bacterias para establecer si había diferencias significativas.


  Resultados


  Ensayos preliminares


  Identificación de cepas bacterianas halófilas


  Las cinco especies bacterianas que demostraron crecimiento óptimo, más de 50.000 ufc/100ml y comportamiento halófilo moderado por crecer en agar nutritivo con 3% de cloruro de sodio identificadas con el sistema BD BBL Crystal se presentan en la Tabla 1.


  Las bacterias halófilas, además de necesitar el agua para su supervivencia, requieren ciertas concentraciones de sodio y por lo tanto el agua de mar provee el ambiente óptimo para su crecimiento y desarrollo; sin embargo, algunos de estos microorganismos han sido encontrados en agua fresca en la cual haya alguna concentración de sodio que haga propicia la vida de estos microorganismos.


  Prueba de ello, es la muestra de donde fue obtenido uno de los microorganismos incluido en este estudio, Vibrio metschnikovii, aislado de agua superficial de un humedal.


  Vibrio alginolyticus y Serratia marcescens fueron aislados de agua de mar; Flavimonas oryzihabitans y Agrobacterium tumefasciens fueron tomadas de agua estancada en un humedal de la Sabana de Bogotá.


  Aunque Serratia marcescens, Flavimonas oryzihabitans y Agrobacterium tumefasciens no están clasificadas como halófilas, fueron incluidas en el experimento, por cuanto in vitro demostraron crecer en presencia de altas concentraciones de sodio. De acuerdo con este crecimiento todas las bacterias utilizadas en este estudio se consideran halófilas discretas porque crecieron en medios con cloruro de sodio entre 1 y 6%.


  Crecimiento en las sales de sodio


  Las bacterias halófilas que se inocularon en la solución peptonada con las sales de sodio en las diferentes concentraciones tuvieron crecimiento óptimo de más de 50.000 ufc/100ml en los medios seleccionados, comprobando su capacidad para crecer en las soluciones y conservar su viabilidad. Esto permite demostrar que las cinco bacterias halófilas utilizadas en el experimento son capaces de crecer en soluciones con iones de sodio en forma de sales.


  Las pruebas rápidas de identificación confirmaron la identidad de las bacterias halófilas. Esta primera fase del experimento que correspondió a las pruebas preliminares permitió hacer una selección adecuada de microorganismos desde el punto de vista de comportamiento bioquímico frente a medios sólidos y líquidos y además verificar que si podían crecer sin utilizar prácticamente nutrientes.


  Tabla 2. Medición de la concentración inicial y final de sodio.
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  Medición de la concentración inicial de sodio


  Los datos obtenidos en la cuantificación inicial de sodio variaron de acuerdo con la concentración. La lectura arrojada por el equipo de absorción atómica permite ver que los valores de sodio son directamente proporcionales a la concentración de sodio presente en las tres sales en las cinco bacterias, Tabla 2.


  Verificación de crecimiento bacteriano e identificación bioquímica de las cinco bacterias


  La totalidad de las muestras tomadas crecieron en los medios seleccionados. La identificación se hizo con pruebas rápidas de identificación y el resultado permitió establecer que las bacterias seleccionadas e inoculadas no cambiaron su comportamiento bioquímico y no se contaminaron con otros microorganismos en el transcurso del ensayo. Los resultados obtenidos permiten afirmar que los microorganismos se desarrollaron adecuadamente en los medios con sales de sodio y la identificación y confirmación de la pureza de las bacterias que inicialmente se habían inoculado se mantuvo. Las características bioquímicas y comportamiento en los medios fue la misma que al iniciar la prueba; esto significa que las sales no generan ningún cambio fenotípico importante.


  Medición de la concentración final de sodio en los sobrenadantes


  Los datos obtenidos en esta medición se presentan junto con los obtenidos en la medición de la concentración inicial, Tabla 2. Los resultados obtenidos en los sobrenadantes, la comparación con las concentraciones iniciales de sodio y la aplicación del análisis estadístico dan respuesta a los objetivos planteados en este experimento, en particular a la verificación de la captura de iones sodio por parte de bacterias halófilas. En esta investigación el término bacterias halófilas fue asignado a los microorganismos que crecieron en un medio sólido con una concentración de cloruro de sodio al 3%. Sin embargo, es importante hacer algunas observaciones.


  Por una parte, es diferente que una bacteria crezca en un medio sólido o líquido y se considere halófila por tener esta propiedad y otra es que esa propiedad le permita capturar los iones sodio. Solamente con la cuantificación de sodio en esta fase, se pudo determinar si las bacterias halófilas eran o no capaces de tomar el sodio in vitro.


  La capacidad halófila de un microorganismo no debería medirse por crecer o no en un medio con una determinada concentración de sal de sodio, sino que debe ser medida por su actividad bioquímica en la cual utiliza el sodio para sus procesos esenciales de supervivencia y desarrollo. Los resultados obtenidos en esta investigación así lo demuestran con el comportamiento que tuvo la bacteria Serratia marcescens, que toleró un nivel alto de sodio pero que no capturo los iones, lo que hace pensar que tiene mecanismos enzimáticos con lo cuales tolera la presión osmótica que genera la presencia de este ión.


  Aunque este presupuesto teórico sobre cómo las bacterias utilizan el sodio no hace parte de los objetivos de esta investigación, es evidente que muchos de estos procesos aún no son bien conocidos y será necesario considerar otras investigaciones para verificar esta afirmación.


  Análisis estadístico


  La aplicación de dise&ntilde;o experimental manejando análisis de varianza y comparaciones múltiples con la prueba de Tukey, permitió establecer la captura de iones por cada una de las bacterias, la diferencia de captura en cada una de las sales y el comportamiento en las tres concentraciones, así como las bacterias más eficientes para la captura del sodio. Los resultados que permitieron dar respuesta a los objetivos de esta investigación se relacionan a continuación: la captura de sodio in vitro fue realizada en forma eficiente por las dos bacterias halófilas del género Vibrio utilizadas en el experimento como lo demuestran los datos arrojados por el programa R; Flavimonas oryzihabitans y Agrobacterium tumefasciens que se comportaron como halófilas en las pruebas preliminares, presentaron variaciones significativas en la captura de los iones sodio que se evidencian en los resultados arrojados por ANOVA y las pruebas de comparación múltiple aplicadas a estos microorganismos; los resultados de Serratia marcescens confirman su incapacidad para capturar sodio in vitro.


  En la Figura 1 se observan los datos de Vibrio alginolyticus, y en ella se evidencia que la concentración de los iones sodio son menores que los iniciales en la mayoría de las concentraciones y sales, lo que permite afirmar que esta bacteria si es capaz de capturar iones sodio.
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  Figura 1. Resultados en diagramas de caja de la concentración de sodio inicial y final en las tres sales y las tres concentraciones para Vibrio alginolyticus
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  Figura 2. Resultados en diagramas de caja de la concentración de sodio inicial y final en las tres sales y las tres concentraciones para Vibrio metschnikovii


  La Figura 2 revela el comportamiento de Vibrio metschnikovii. Se observa que en todos los casos hay disminución de los niveles de sodio final lo que indica la capacidad de captura de iones sodio que tiene esta especie. Vibrio metschnikovii es un microorganismo que no ha sido reportado como patógeno sino en personas con el sistema inmunológico suprimido. Algunas investigaciones lo han encontrado con otros microorganismos en desórdenes gastrointestinales, pero aún no se sabe si su patogenicidad es particular o por estar asociada con otros microorganismos. Su hábitat es más variado, puede estar en agua de mar pero también ha sido encontrado en humedales y sus requerimientos de sodio son mucho más altos que los de Vibrio alginolyticus (11)


  Una comparación entre los resultados obtenidos con Vibrio metschnikovii y Vibrio alginolyticus permitieron ver que la captura de sodio fue más eficiente con V. metschnikovii. Se pudo observar también que no hubo preferencia por ninguna de las sales y tampoco por alguna concentración en particular aunque se observó mayor variabilidad a medida que aumentó el porcentaje de sodio.


  La capacidad que tiene el género Vibrio para tomar el sodio está determinada por la forma en que utiliza el sodio para varias de sus funciones esenciales. Vibrio alginolyticus contiene una quinona reductasa dependiente de NADH-quinone reductase (NQR) enzima ubicada en la transmembrana y compuesta por seis unidades que está encargada de la cadena respiratoria y que funciona con una bomba de sodio electrogénica., la cual está compuesta por una bomba de sodio primaria, seguida de una bomba de hidrogeno y de Sodio/hidrogeno.


  El potencial electroquímico dado por el gradiente de sodio, participa también en la rotación de flagelos y es la fuerza motora para la toma activa de todos los aminoácidos, actividad metabólica esencial para su crecimiento y desarrollo (12-17).


  Las bacterias han desarrollado sistemas para incorporar nutrientes que incluso funcionan en contra del gradiente de concentración (18). Para ello, utilizan las permeasas, proteínas de transporte ubicadas en las membranas que funcionan de acuerdo a la concentración de nutrientes en el medio y de acuerdo a las necesidades metabólicas de cada microorganismo. Se han identificado dos sistemas de transporte: el cotransporte paralelo o Symport en la cual se utiliza el H+ u otro ión (en el caso de Vibrio específicamente es el Na+) unido directamente a una molécula nutritiva, glucosa o un aminoácido. El movimiento del ión a través de la membrana se hace a favor de un gradiente de concentración y obligatoriamente la otra molécula será transportada en contra del gradiente de concentración. El otro sistema es la fosforilación del azúcar como parte del mecanismo de incorporación, lo que genera una elevación del H+ en el interior de la célula y por lo tanto un proceso de cotransporte antiparalelo en el cual se extraen los protones formados durante el metabolismo; de esta manera el pH del medio externo en el que esta la bacteria puede llegar hasta 5.0 o 5.5 y el citoplasma tendrá aproximadamente un pH de 7.3, lo que le permite al microorganismo mantenerse detoxificado y estable (11,19)


  En la Figura 3 se observa como Flavimonas oryzihabitans capturó iones en la solución de nitrato de sodio en las concentraciones de 0.05% y 0.65%, en la solución de sulfato de sodio en las concentraciones de 0.05% y 0.65%; en la solución con cloruro de sodio capturó iones en la concentración de 0.05%. Flavimonas oryzihabitans se convierte en una posibilidad interesante para capturar iones sodio. Esta bacteria está reportada como patógena oportunista para el hombre en casos de inmunosupresión pero en condiciones normales la bacteria es saprofítica; es una bacteria que se adapta a varios hábitats y esta podría ser una ventaja frente a Vibrio que ha sido reportada en hábitats exclusivamente acuáticos.


  En la Figura 4 se observa que Agrobacterium tumefasciens capturó iones sodio solamente en sulfato de sodio en todas las concentraciones pero no captura sodio en nitrato de sodio y en cloruro de sodio. Agrobacterium tumefasciens es una bacteria reportada como fitopatógena, sin embargo es la bacteria utilizada para transformación genética por excelencia y de ella se conoce muy bien su comportamiento bioquímico y condiciones genotípicas (20).
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  Figura 3 Resultados en diagramas de caja de la concentración de sodio inicial y final en las tres sales y las tres concentraciones para Flavimonas oryzihabitans
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  Figura 4. Resultados en diagramas de caja de la concentración de sodio inicial y final en las tres sales y las tres concentraciones para Agrobacterium tumefasciens
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  Figura 5. Resultados en diagramas de caja de la concentración de sodio inicial y final en las tres sales y las tres concentraciones para Serratia marcescens


  No ha sido reportada como halófila, pero posiblemente por ser su hábitat el suelo le permita adaptarse a una condición edáfica de salinidad y sodicidad. Esta bacteria goza de algunas ventajas sobre Flavimonas oryzihabitans y aunque la captura de iones sodio solo se hizo con sulfato de sodio, debido a la adaptabilidad y facilidad de ser utilizada en ingeniería genética podría ser una alternativa para insertar genes de bombas de sodio de otras bacterias para mejorar esta actividad o inducir la capacidad de captura con otras sales.


  En la Figura 5 se observa el comportamiento de Serratia marcescens como una bacteria incapaz de capturar iones sodio in vitro puesto que las concentraciones de sodio en la lectura final siempre fueron más altas que en las concentraciones iniciales.


  La variabilidad que presentaron algunos resultados pudo corresponder a errores cometidos en el procedimiento de medición de la sal en los tubos, a pérdida de agua en el procedimiento de transporte o de manipulación al realizar las diluciones para hacer las lecturas de sodio. Otra explicación a esta variabilidad pudo ser que la medida de la cuantificación en el espectrofotómetro de absorción atómica se hace en partes por millón p.p.m. y por ser una medida tan peque&ntilde;a puede generar márgenes de error cuando se utilizan concentraciones altas del ión a analizar. La comprobación de la captura de sodio por cuatro de las bacterias utilizadas en el experimento abre la posibilidad de pensar en una alternativa biológica de remediación de suelos utilizando microorganismos. La diferencia de resultados obtenida por las cuatro especies más que ser un problema, es una ventaja, por cuanto se pueden pensar diferentes alternativas para plantear los procesos de bioremediación.


  Un planteamiento previo es considerar cual bacteria utilizar, si la que mejor se comportó capturando los iones o la que tuvo un comportamiento aceptable pero tiene otras características que la hacen una mejor candidata. en el caso de las dos especies de Vibrio, habría que analizar sus desventajas: primero, esta especie se ha desarrollado siempre en hábitats acuáticos y por lo tanto no se puede saber si al colocarlo en el suelo, va a sobrevivir; segundo, muchas de estas especies son patógenas para el hombre. Flavimonas oryzihabitans, por otra parte, presentó también una buena capacidad de captura de sodio in vitro y sus características la hacen una opción viable, si se trata de establecer un microorganismo en un hábitat diferente porque ella se encuentra en suelo o agua. Pero la variabilidad hace tomar como primera opción la especie Vibrio.


  En el caso de Vibrio el problema que concierne a la patogenicidad para el hombre puede obviarse utilizando especies que no hayan sido reportadas como patógenas en el hombre y que toleren altas cantidades de sodio para inocularlas en el suelo; esto implicaría someter las especies seleccionadas a los procedimientos establecidos en esta investigación, verificar que puedan resistir el hábitat y dise&ntilde;ar un procedimiento para confirmar que estos microorganismos no nativos si pudieron ejercer su función de captura de sodio in situ. En caso de usar Vibrio o Flavimonas oryzihabitans es necesario resolver otro problema: como comprobar que la bacteria inoculada ha capturado los iones sodio.


  Los procesos de bioremediación están orientados en primer lugar a no generar impacto ambiental y esto implica que se debe utilizar la flora nativa del suelo en el cual se quiere realizar el proceso de bioremediación. Por lo tanto, la solución no estaría en el ingreso o implantación de un microorganismo sino en reforzar o introducir las táctica bioquímicas de la bacteria con la capacidad de captura de iones sodio en los microorganismos nativos que conforman el suelo. Sin embargo, en el caso de suelos salinos y sódicos las condiciones mismas del suelo son críticas y por lo tanto los consorcios microbianos nativos están reducidos por las condiciones tan adversas que genera la presencia de las sales y por otra el pH alcalino que tienen los suelos por la presencia de sales en especial el bicarbonato.


  La primera propuesta para utilizar los resultados de esta investigación es dise&ntilde;ar un bioreactor con un consorcio microbiano que incluya las bacterias que capturaron sodio en el experimento e incluir microorganismos que sean capaces de capturar los iones sodio de las sales que al parecer, algunas de las bacterias no pudieron utilizar como se vio en los resultados con Agrobacterium tumefasciens. La utilización de un bioreactor permitiría la transformación de los contaminantes y posteriormente el retiro de los mismos de ese terreno lo que garantizaría la recuperación de ese suelo porque ya no tiene el elemento que le generó el problema. La ventaja de esta propuesta es que al dise&ntilde;ar este bioreactor, podrían utilizarse las bacterias que no son nativas del suelo y que evidenciaron la captura de los iones sodio in vitro sin importar si son patógenas o no para el hombre porque tan solo estarán cumpliendo esta función y no van a quedar se en el suelo. La mayor ventaja de utilizar esta alternativa es minimizar el impacto ambiental.


  La segunda propuesta está orientada a la utilización de ingeniería genética. Esta alternativa aunque costosa puede tener buenos resultados. En esta propuesta se deben considerar dos opciones: una, sería obtener la información sobre la flora nativa existente en los suelos salinos y sódicos y pensar en realizar una implantación del gen de bomba de sodio de la especie Vibrio a estas especies nativas. Pero el problema que surge, es que solamente se conoce la identidad del 1% de la comunidad microbiana existente en un suelo en buenas condiciones.


  La otra opción es hacer plásmidos con el gen de la bomba de sodio e implantarlos en una o más especies de la comunidad microbiana existente en la capa inmediatamente inferior a la costra que se forma en los suelos sódicos.


  Cualquiera que sea la propuesta, no se debe olvidar que de ser exitosa, debe aplicarse simultáneamente con procedimientos químicos y culturales conocidos, para la recuperación de los suelos salinos y sódicos; además, se debe establecer un equipo interdisciplinario en el cual se vea en forma conjunta la solución más viable e integral para resolver el problema. Los resultados obtenidos en esta investigación solo constituyen un aporte y el primer paso para tratar de recuperar suelos que han dejado de ser productivos por ser salinos y sódicos.
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  Resumen


  Los resultados presentados en este artículo hacen parte de la encuesta mundial de salud mental de la Organización Mundial de la Salud, en la que se explora entre otros aspectos, la distribución por edad, género, variaciones por regiones, edad de inicio y uso de servicios asociados a los trastornos de ansiedad en Colombia. El diseño muestral fue de tipo probabilístico, multietápico, estratificado, en población urbana no institucionalizada de 60 municipios representativos del país, en personas entre 18-65 años de edad.


  En Colombia los trastornos de ansiedad son de mayor prevalencia que otros trastornos mentales. El 19.3% de la población entre 18-65 años de edad reporta haber tenido alguna vez en la vida un trastorno de ansiedad. Estos son más frecuentes entre las mujeres (21.8%). Dentro de los trastornos de ansiedad, la fobia específica es la de mayor prevalencia de vida con 13.9% en mujeres y 10.9% en hombres, seguido por la fobia social que es similar en ambos géneros con un 5% de prevalencia de vida. Por otra parte, la edad de inicio de estos trastornos fluctúa entre los 7 años en el trastorno de fobia específica y los 28 años para el trastorno de estrés post traumático.


  Comparando las cinco regiones en las que se dividió el territorio nacional para la aplicación de la encuesta, se encontró que la Región Pacífica y Bogotá D.C son las que presentan la prevalencia más elevada de trastorno de ansiedad alguna vez en la vida con 22.0% y 21.7% respectivamente. La Región Atlántica presenta la menor prevalencia (14.9%). Respecto a las medidas sobre funcionamiento/discapacidad, el trastorno de estrés postraumático es el que genera una mayor discapacidad y siguen en su orden el trastorno de angustia, el trastorno de ansiedad generalizada, la Fobia social y la Agorafobia sin pánico.


  Con relación a los trastornos de ansiedad solo el 1.9% de la población que los sufre acude al psiquiatra para tratamiento y en contraste, el 5.6% de estos acuden al médico general. Es significativo que el 3.9% prefieren acudir a tratamientos de medicina alternativa.


  Palabras claves: agorafobia, ansiedad, desordenes fóbicos, fobia, fobia social, salud mental.


  Abstract


  The results presented in this article are part of the world survey of mental health by the WHO. It explores among other aspects the distribution by age and sex, variations by regions, age of start, and use of services related to anxiety disorders in Colombia. The sample design was probabilistic multileveled and stratified applied to an urban population between 18-65 years of age in 60 representative municipalities of the country, using the Composite International Diagnostic Interview (CIDI).


  In Colombia the anxiety disorders are of greater prevalence than other mental disorders. The 19.3% of the population between 18 and 65 years of age reports to have had an anxiety disorder some time in life. These are more frequent among women (21.8%). Within the anxiety disorders, the specific phobia is that of greater life prevalence with 13.9% in women and 10.9% in men, followed by the social phobia that is similar in both sexes with a 5% life prevalence. On the other hand the age of start of these disorders fluctuates between 7 years for the specific phobia disorder and 28 years for the post traumatic stress disorder.


  Comparing the five regions in which the national territory was divided for the application of the survey, it was found that the Pacific Region and Bogotá D.C. show the highest prevalence of time any anxiety disorder in life with 22.0% and 21.7% respectively. The Atlantic Region presents the smallest prevalence (14.9%).


  With respect to the measures on operation/disability, the post-traumatic stress disorder is the one that generates a greater disability followed in order by anxiety disorder, generalized anxiety disorder, social phobia, and agoraphobia without panic. With relation to anxiety disorders, only 1.9% of the population that suffers it goes to the psychiatrist for treatment; in contrast, 5.6% of these go to the general practitioner. It is significant that 3.9% prefer to respond to alternative medicine treatment.


  Key words: agoraphobia, anxiety, mental health, phobic, phobic disorders, social phobic.


  Introducción


  Según la información arrojada por el Estudio de carga global de la Enfermedad, 1990, Organización Mundial de la Salud (OMS), que incluyó los indicadores de discapacidad además de los de mortalidad, cinco de las diez primeras causas de discapacidad a nivel mundial son psiquiátricas. Esto cambió la manera de ver las enfermedades mentales y las posicionó como una prioridad en salud pública.


  De acuerdo con los cambios demográficos (crecimiento de la población y continuo desplazamiento del campo a la ciudad) ligados a la urbanización acelerada y desordenada que se ha generado y asociada a los fenómenos de violencia, se han modificado los estilos de vida. Estos cambios han generado impacto en la salud tanto a nivel físico como mental.


  La OMS, en 2.001 dedicó su reporte anual a la salud mental (2) con el fin de posicionar esta como un problema importante de salud pública e invitó a los gobiernos a participar en la Encuesta mundial de salud mental (EMSM) que tiene por propósito evaluar la situación de salud mental en países con diferentes niveles de desarrollo, determinar las necesidades de servicio de atención y orientar las políticas de salud pública en el tema.


  Como parte de esta iniciativa, se realizó el Estudio Nacional de Salud Mental Colombia-2003 (ENSM), financiado por el Ministerio de la Protección Social. Este busca conocer la extensión de la enfermedad mental en el país, los trastornos más frecuentes, la población que los padece, las variaciones regionales, la distribución por edad y género, el uso de servicios y el funcionamiento/discapacidad asociada a ellos.


  Dentro de los trastornos mentales abordados por el ENSM y de mayor interés por el incremento en su prevalencia, se encuentran los trastornos de ansiedad (trastorno de angustia, ansiedad generalizada, fobia social, fobia específica, agorafobia y estrés postraumático).


  En concordancia con lo previsto por la OMS (3), la prevalencia de los trastornos de ansiedad está aumentando a nivel mundial en relación estrecha con problemas como el aumento de la violencia, la persistencia de la pobreza y el consumo de sustancias psicoactivas entre otros estresantes propios de la sociedad actual.


  Este incremento en la prevalencia se comprobó a nacional. Así, según el Estudio de salud mental y consumo de sustancias psicoactivas Colombia – 1993 (4), que aunque no es comparable con el actual por la metodología utilizada, reportó 9.6 % de prevalencia para el trastorno de ansiedad en contraste con el 19.3% reportado por el ENSM, Colombia 2003. Es decir que para nuestro país, en un periodo de una década, la prevalencia de estos trastornos se duplicó y se posicionó como el trastorno mental con mayor prevalencia en nuestro medio.


  Por lo anterior, este artículo se centra en hacer una descripción detallada de los resultados del ENSM en lo referente a los trastornos de ansiedad, describiendo la distribución por sexo, edad de aparición, uso de servicios y discapacidad asociada a ellos, dada su gran importancia y la urgencia de su abordaje desde el sector de la salud pública.


  Materiales y métodos


  Muestra


  El Estudio nacional de salud mental Colombia 2003 (ENSM), utilizó una muestra probabilística con una población civil, no institucionalizada, de 18 a 65 años, en zonas urbanas. Las cinco regiones geográficas de Colombia fueron: Bogotá D.C, Región Atlántica (Córdoba, Sucre, Bolívar, Magdalena, César, Guajira); Región Pacifica (Chocó, Valle del Cauca, Cauca, Nariño); Región Central (Caquetá, Huila, Tolima, Quindío, Risaralda, Caldas y Antioquia) y Región Oriental (Meta, Cundinamarca, Boyacá, Santander, Norte de Santander, Arauca), (5).


  Este diseño muestral se basó en la Muestra Maestra del Ministerio de la Protección Social (6) y tiene un diseño probabilístico, por conglomerados, multietápico y estratificado.


  La muestra sobre la que se obtuvieron los resultados motivo de esta publicación, estuvo conformada por 60 municipios de los 25 departamentos del país, 420 manzanas, 5.526 hogares urbanos de los diferentes estratos socioeconómicos y 4.544 adultos entre 18 y 65 años.


  El trabajo de campo se realizó en el periodo comprendido entre Agosto y Diciembre del 2003, con un equipo conformado por 39 entrevistadores, 11 supervisores locales y 2 supervisores nacionales, todos debidamente entrenados en la aplicación del instrumento y manejo de la información. Instrumento


  El instrumento utilizado para el estudio EMSM 2000, es el Composite International Diagnostic Interview CIDI-OMS (7), de la cual existen dos versiones: la de aplicación: en papel y lápiz (PAPI) y la versión computarizada (CAPI) por sus siglas en inglés; estas dos versiones son iguales en su contenido y permiten la comparación de datos entre los diferentes países participantes en el estudio; en Colombia se empleo la versión computarizada CAPI, para lo que fue necesario contar con el software Blaise (8) instalado en computadoras portátiles como herramienta de trabajo del equipo encuestador, aplicándola bajo la modalidad de cara a cara.


  La encuesta estaba dividida en parte I y parte II.


  La selección entre estas dos estuvo definido por los resultados del primer módulo aplicado (tamizaje) que contiene preguntas que indican la posibilidad de que alguno de los trastornos indagados se encuentren presentes en el individuo, el cual determinó el rumbo de la entrevista para aplicar la parte II con exploración a profundidad de la patología estudiada. Este diseño tuvo por propósito potenciar la obtención de información y minimizar el tiempo de entrevista.


  Tabla 1.Características demográficas de los participantes del estudio. Estudio Nacional de Salud Mental. Colombia 2003.
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  Fuente: Informe descriptivo ENSM. Colombia 2003.Ministerio de la Protección Social.


  La CIDI-OMS proporciona diagnósticos de alguna vez en la vida, durante los últimos doce meses y durante los últimos treinta días según criterios del DSM-IV y CIE-10 para 17 diagnósticos principales y 6 secundarios. Dentro de los trastornos de ansiedad incluidos en el instrumento se analizaron los Trastornos de angustia, Agorafobia sin trastorno de angustia, Fobia social, Fobia específica, Trastorno de ansiedad generalizada y Trastorno de estrés postraumático.


  Por tratarse de un instrumento estándar para todos los países, se realizó la traducción del instrumento al español, siguiendo las guías desarrolladas por la OMS para tal fin (9).


  Análisis


  Los datos de la encuesta, se obtuvieron a través de una muestra multietápica y estratificada; posteriormente se realizó una post estratificación para la población colombiana teniendo en cuenta los cambios poblacionales después del censo de 1993, basados en las últimas encuestas de hogares realizadas por el Departamento Administrativo Nacional de Estadísticas DANE (10).


  El análisis se realizó a partir de la base de datos aprobada por OMS y la Universidad de Harvard. Para calcular las prevalencias se empleo una tabulación cruzada sencilla. El método de Kaplan – Meier (11) se utilizó para generar las curvas de edad de inicio de los trastornos. Los errores estándar de estadística descriptiva (alguna vez en la vida, últimos 12 meses y últimos 30 días) se estimaron usando el método de series de Taylor (12), implementado en el sistema de software SUDAAN (13). Los coeficientes de regresión logística se transformaron en ORs (razón de disparidad) reportados en la parte inferior con intervalos de confianza ajustados al 95%. Los test multivariados están basados en las pruebas de Wald (14). La significancia estadística se basó en una prueba de un nivel de significancia del 0.05.


  Resultados


  Características de la población estudiada.


  La Tabla 1 presenta la distribución por sexo y edad de la muestra. Cerca del 56% fue del sexo femenino y aproximadamente el 37% se ubicó en el grupo de edad más joven (18 – 29 años).


  Descripción general de la prevalencia de los trastornos mentales


  En la Tabla 2 se presentan las prevalencias de vida distribuidas por género de los 3 grupos de trastornos mentales según el DSM –IV indagados en el estudio, evidenciando que los Trastornos de ansiedad son los que presentan la mayor prevalencia con un 19.3%.


  En las Tablas 3 y 4 se presentan las prevalencias de los Trastornos de ansiedad, para doce meses y últimos 30 días, que son de 11.7% y 5.1% respectivamente.


  Tabla 2. Prevalencia de vida de trastornos según DSM-IV Colombia 2003.
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  Fuente: Informe descriptivo ENSM. Colombia 2003.Ministerio de la Protección Social.


  Tabla 3. Prevalencia de 12 meses de trastornos según DSM-IV. Colombia 2003
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  Fuente: Informe descriptivo ENSM. Colombia 2003. Ministerio de la Protección Social.


  Tabla 4. Prevalencia de últimos 30 días de trastornos según DSM-IV. Colombia 2003.
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  Fuente: Informe descriptivo ENSM. Colombia 2003. Ministerio de la Protección Social.


  Prevalencia para 12 meses y últimos 30 días en los trastornos de ansiedad específicos


  En la Tabla 5 se muestran las prevalencias de vida, de doce meses y de últimos 30 días para los trastornos específicos de ansiedad con la distribución por género. Este permite ver que la Fobia específica es el trastorno que presenta mayor prevalencia de vida, 12 meses y 30 días siendo mayor en mujeres.


  Las edades de inicio de los trastornos específicos de ansiedad son las siguientes: la Fobia específica con mediana de 7 años, es el trastorno de ansiedad de aparición más temprana, seguido por la Fobia social con mediana de 14 años, Agorafobia 16 años, Trastorno de angustia 18 años, Trastorno de ansiedad generalizada 20 años y Trastorno de estrés postraumático 28 años.


  En la Figura 1 se presenta la prevalencia de alguna vez en la vida de los Trastornos de ansiedad comparada en las cinco regiones en las que se dividió el territorio nacional para efectos de la aplicación y análisis del estudio.


  Tabla 5. Prevalencia de vida, 12 meses y 30 días de los trastornos de ansiedad específicos por sexo.
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  Fuente: Informe descriptivo ENSM. Colombia 2003. Ministerio de la Protección Social.


  Tabla 6. Prevalencia de vida de Trastornos de ansiedad según estado civil. Colombia 2003
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  Fuente: Informe descriptivo ENSM. Colombia 2003.Ministerio de la Protección Social.


  Tabla 7. Distribución por tipo de vinculación al sistema de seguridad social en salud por trastorno especifico de ansiedad. Colombia 2003.
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  Fuente: Informe descriptivo ENSM. Colombia 2003. Ministerio de la Protección Social.
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  Figura 1. Trastorno de ansiedad por regiones (alguna vez en la vida)


  [image: ]


  Figura 2. Distribución uso de servicios trastorno de ansiedad


  En primer lugar, se observa que la Región Pacifica y Bogotá D.C. son las de mayor prevalencia de vida con 22 % respectivamente, encontrándose la menor prevalencia en la Región Atlántica (15%).


  En la Tabla 6 se presenta la prevalencia de alguna vez en la vida de los trastornos de ansiedad de acuerdo al estado civil, con distribuciones muy homogéneas entre los diferentes trastornos. La fobia social es la única que se aparta de esta característica, ya que presenta la mayor prevalencia en el grupo de solteros con 6.1%, con respecto a la prevalencia en el grupo de casados correspondiente a 4.5%.


  En relación con la medida de funcionamiento/ discapacidad de las personas que padecen alguno de estos trastornos. Se observa que el menor grado de discapacidad está dado por la agorafobia sin pánico y la mayor discapacidad se observa con el trastorno de estrés post traumático.


  En la Tabla 7 se presenta la prevalencia de vida de los trastornos de ansiedad distribuidos por tipo de vinculación al Sistema de Seguridad Social, encontrándose la mayor prevalencia de cualquier trastorno de ansiedad en el grupo de población perteneciente al régimen subsidiado con 28.6% frente a 26.7% del régimen contributivo y 20.7% para la población no vinculada, quienes de manera general presentan las menores prevalencias para los trastornos de ansiedad.


  En los trastornos específicos llama la atención que en general la distribución en los tres grupos es homogénea, excepto para el trastorno de estrés postraumático en el que la población perteneciente al régimen subsidiado presenta una prevalencia de 3.1% frente a 1.8% del contributivo y 0.7% de la población vinculada.


  En la Figura 2 se muestra la distribución de uso de servicios por trastornos de ansiedad, teniendo en cuenta que “otro especialista” hace referencia a psicólogos, psicoterapeutas, enfermeras, trabajadores sociales y orientadores en escenarios de salud mental. En esta se puede observar que el servicio más utilizado por las personas que padecen trastornos de ansiedad es el correspondiente al grupo de “otros especialistas” con 6.3%, seguido por el de médicos generales. Sin embargo el psiquiatra solo es consultado por el 1.9% de las personas que consultan por trastornos de ansiedad.


  Discusión


  Los resultados presentados en este artículo son de importancia ya que en los informes preliminares se observa que el trastorno de ansiedad es el de mayor prevalencia en Colombia con 19.3%, frente a otros trastornos (estado de ánimo y uso de sustancias). Tres de cada diez mujeres y dos de cada diez hombres han presentado trastorno de ansiedad alguna vez en la vida. La Región Pacífica y Bogotá D.C. muestran la prevalencia más elevada de trastornos de ansiedad alguna vez en la vida. En general los trastornos de ansiedad son los que aparecen a edades más tempranas, seguidos por los trastornos por uso de sustancias y por último los trastornos afectivos.


  Uno de los datos más importantes que arroja el estudio es que los trastornos de ansiedad se están presentando en edades tempranas. En cuanto al trastorno de ansiedad, la población consulta más a otros especialistas distintos al psiquiatra, haciendo referencia a psicólogos, psicoterapeutas, enfermeras, trabajadores sociales y orientadores en escenarios de salud mental, seguido por médicos generales.


  El trastorno que genera mayor compromiso del funcionamiento/discapacidad es el trastorno de estrés postraumático, y el que genera menor grado es la Agorafobia sin pánico.


  Los datos indican que de las personas que sufren algún trastorno de ansiedad, el 20.7% no accede al Sistema de Seguridad Social en Salud, lo cual hace necesario desarrollar programas para ampliar la cobertura en servicios de salud.
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  Resumen


  La adipogénesis a partir de preadipocitos de fibroblastos de ratón es evaluada mediante la utilización de Rosiglitazona e Insulina, para ello se incuban preadipoctos de ratón de la línea celular 3T3.-L1 en presencia de un cóctel de diferenciación con Rosiglitazona e Insulina, realizándose observaciones entre los 0 y 10 días de diferenciación con una frecuencia de cada 2 días. El proceso de diferenciación de los adipocitos fue valorado mediante la cantidad de triglicéridos presentes de las células grasas mediante métodos cualitativos a través de tinciones y métodos cuantitativos producto de la extracción de los ácidos grasos con isopropanol y la medición de la absorbancia a 510 nm.


  Los resultados obtenidos nos permitieron corroborar el efecto adipogénico tanto de la Rosiglitazona como de la Insulina, aunqueambos presentaron diferencias en su capacidad adipogénica, dado que la Rosiglitazona es un ligando sintético del receptor nuclear PPARã cuya activación induce la expresión de los genes involucrados en la adipogénesis mientras que la insulina actúa sobre el receptor de membrana para el factor de crecimiento tipo Insulina (IGF-1) cuya ruta no activa directamente el receptor nuclear PPARã trayendo como consecuencia un proceso adipogénico más lento con respecto a la Rosiglitazona. Estos resultados nos permitirán en el futuro el desarrollo de nuevos medicamentos para el tratamiento de enfermedades como la obesidad y la diabetes tipo 2.


  Palabras claves: adipocitos, adipogénesis, ateroesclerosis, diabetes tipo 2, obesidad, Rosiglitazona.


  Abstract


  Adipogenesis from preadypocites of mouse fibroblasts is evaluated by using Roziglitazone and Insulin. To that effect, mouse preadipocytes of the cellular line 3T3-L1 are incubated in a differentiation cocktail with Rosiglitazone and Insulin. Observations are made between 0 and 10 days with a frequency of two days. The adipocytes differentiation process was valued through the amount of present triglycerides from the fatty cells using qualitative methods by dying and quantitative methods from the extraction of fatty acids with isopropanol and measuring absorbance at 510 nm.


  The results obtained allowed us to confirm the adipogenic from Rosiglitazone and from Insulin, althoughboth showed differences in their adipogenic ability because Rosiglitazone is a synthetic PPARã nuclear receptor ligand. When activated, it induces the expression of the genes involved in the adipogenesis process while insulin acts on the membrane receptor for the growth factor insulin type (IGF-1) which route does not activate the PPARã nuclear receptor directly resulting in an adipogenic process slower when compared to Rosiglitazone. These results will allow us to develop new medicines in the future for the treatment of diseases such as obesity and type-2 diabetes.


  Key words: adipogenesis, adypocites, atherosclerosis, obesity, Rosiglitazone, type-2 diabetes.


  Introducción


  El papel de los adipocitos en la actualidad dista del que se encontraba en los antiguos textos de histología que los señalaban como células exclusivamente para almacenar ácidos grasos. En la actualidad es considerada como una glándula que produce varias moléculas biológicamente activas tales como el receptorpara factor de crecimiento tipo insulina (IGF-1), APO E, Adiponectina, Esteroides, TGFa, Factor tisular y otros (1,2).


  La elucidación del proceso de diferenciación de los adipocitos podría contribuir a la comprensión de distintas patologías asociadas a los trastornos funcionales de las células grasas. Este proceso es regulado entre otros por la activación del receptor de proliferación de los peroxisomas ã (PPARã), que pertenece a la subfamilia de receptores nucleares de hormonas que forman parte de la familia de los factores de transcripción (3,4).


  Este receptor presenta dos dominios, uno que le permite unirse al ADN, y otro, que reconoce un ligando específico, en este caso ácidos grasos. Para ejercer su acción también se requiere que forme un heterodimero con el ácido retinoico (5). Desde hace mucho tiempo se conoce la capacidad de las Thiazolinedionas de unirse al dominio del ligando del receptor PPARã e inducir la diferenciación de preadipocitos de ratón a adipocitos maduros, por lo que se comportan como agonistas de PPARã y, por lo tanto constituyen un buen modelo de estudio de cómo ocurre este proceso (4).


  Recientemente se ha observado que la proteína inhibidora de la diferenciación de la célula muscular (EID-1), actúa como inhibidor de la actividad acetilasa de p300, permitiendo bloquear la acción de PPARã unido a Rosiglitazona para favorecer la producción de osteoblastos (5,6).


  Otro mecanismo que puede inducir la diferenciación de la célula grasa está mediado por la acción de la insulina que es capaz de interaccionar con el receptor de membrana para factor de crecimiento tipo insulina (IGF-1) que actúa principalmente sobre el sustrato del receptor de insulina (IRS-1) e IRS 2 que activan la fosfatidilinositol

  3- quinasa (PI-3K) y la proteina kinasa B, que a través de otra serie de reacciones conducirá a la activación de ERK (extracellular signal regulated quinasa) que su vez tambén activa varios factores de la transcripción que estimularán la expresión de los genes involucrados en la proliferación y diferenciación celular (7).


  El propósito de nuestro trabajo es el de comparar el efecto adipogénico de la Rosiglitazona con respecto a la insulina producto de la activación del receptor nuclear PPARã utilizando la línea celular 3T3-L1 (Preadipocitos de fibroblastos de ratón).


  Materiales y métodos


  Línea Celular. Se utilizó la línea celular de fibroblastos (preadipocitos) de ratón 3T3L1 proveniente de la colección ATCC obtenida a partir de un extracto continuo de T3, caracterizada por ser células unipotentes y que tienen la capacidad expresar receptores de insulina y que han sido ampliamente utilizadas como modelo para el estudio de la adipogénesis (8). Cultivo Celular. Se realizó el cultivo de líneas celulares 3T3-L1 (preadipocitos de ratón) en medio DMEM, FBS al 10% y Penicilina y Estreptomicina al 1% y se incuban durante 48 horas a una temperatura de 37ºC y atmósfera con 95% de aire y 5% de CO2, formándose una monocapa.


  Posteriormente se realizan subcultivos mediante una digestión enzimática con tripsina y EDTA durante 3 minutos en incubadora de CO2 y se siembran 3 cajas de petri por unas 48 horas para formar nuevamente una monocapa de células con un 100% de confluencia.


  Diferenciación celular. Se agrega un cóctel para inducir la diferenciación, utilizándose dos inductores distintos Rosiglitazona a 1mM e insulina a 1,66 mM, además se añaden 1mM de Dexametasona para activar el factor de la transcripción C/EBPb y 0.5 mM de Metil isobutil xantina que incrementa los niveles de AMPc por inhibición de la fosfodiesterasa (9).


  Luego de 48 horas se cambia el medio de cultivo + cóctel de diferenciación, por sólo medio de cultivo + Rosiglitazona, ó medio de cultivo + insulina. Esto para el mantenimiento de las células y eliminación de desechos.


  Finalmente se realizan observaciones a los 0, 2, 4, 6, 8 y 10 días después de la aplicación del cóctel de diferenciación.


  Determinación de triglicéridos: Para comprobar la diferenciación de la célula grasa se realiza la determinación de triglicéridos por un método cualitativo que consiste en la tinción de las células con rojo aceite que colorea los triglicéridos (8) y por un método cuantitativo (10) mediante extracción de lípidos con 5 ml de isopropanol para luego leer la absorbancia del extracto a 510 nm en un biofotómetro Eppendorf .


  Análisis Estadístico


  Para verificar la significancia estadística de los resultados dado el número de replicas que se realizaron se procedió a realizar pruebas no paramétricas.


  La prueba utilizada fue la de Kruskal-Wallis (se utilizó para ello el programa stat viewTM), que es un tipo de ensayo en el que la hipótesis nula consiste en que todas las poblaciones son idénticas con respecto a la alternativa, que plantea que las poblaciones tienden a suministrar valores observados mayor que los otros (11).


  Resultados
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  Figura 1. Cultivo de preadipocitos de ratón sin diferenciar en medio DMEM 100X, nótese el aspecto fusiforme de las células.


  En la Figura 1 es posible apreciar las células en cultivo sin diferenciar una vez se han descongelado y han formado la monocapa.


  Los resultados obtenidos con Rosiglitazona nos permiten obeservar como las células empiezan a cambiar de forma y a diferenciarse entre los 6 y los 10 días (Figuras 2, 3 y 4), lo cual puede ser valorado a través de la acumulación de triglicéridos en las células de preadipocitos mediante la tinción de rojo aceite (Figura 5) o cuantificando los mismos por espectrofotometría.


  En las células tratadas con insulina también se presentó también la adipogénesis pero en menor proporción (Figura 6), lo cual se confirma por los resultados obtenidos con la tinción de rojo aceite (Figura 7) y por los resultados de la cuantitifcación de lípidos.
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  Figura 2. Preadipocitos de ratón diferenciándose por acción de Rosiglitazona, obsérvese el cambio de forma. Microscopio invertido 100X.
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  Figura 3. Preadipocitos de ratón diferenciándose por acción de la Rosiglitazona, obsérvese la acumulación de ácidos grasos dentro de la célula. Microscopio invertido 100X.
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  Figura 4. Preadipocitos de ratón diferenciándose por acción de la Rosiglitazona, obsérvese la acumulación de ácidos grasos dentro de la célula. Microscopio invertido 100X.
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  Figura 5. Preadipocitos de ratón tratados con rosiglitazona a los 10 días de diferenciación, obsérvese la tinción con rojo aceite para ácidos grasos. Microscopio invertido 10X.


  Obteniéndose que para el caso de la Rosiglitazona la cantidad de lípidos obtenidos es 3.21 veces más con respecto a las células sin diferenciar y 1.41 con respecto a la insulina, mientras que la insulina fue de 2.28 veces más con respecto al control (Figura 1).


  Discusión


  Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de la Rosiglitazona y de la Insulina de promover la adipogénesis, lo cual puede ser evidenciado mediante los cambios morfológicos que se presentan en las células y por la acumulación de triglicéridos determinados, tanto cualitativa, como cuantitativamente.


  Sin embargo, el proceso de adipogénesis mediado por la Rosiglitazona es mayor con respecto al obtenido con la Insulina, debido a que la Rosiglitazona actúa como un ligando sintético del receptor nuclear PPARg, cuya activación promueve la expresión de genes específicos en los adipocitos involucrados con la adipogénesis. Estos hallazgos confirman el papel de PPARg como el regulador maestro de la adipogénesis.


  Esto también se demuestra cuando al trabajar con ratones con una mutación inactivante para el locus PPARg2 se encuentra que es letal, por lo que este receptor juega también un papel importante en el mantenimiento de las funciones metabólicas y endocrinas del tejido adiposo blanco, además de que es necesario para el mantenimiento del estado de diferenciación (12).
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  Figura 6. Preadipocitos de ratón diferenciándose por acción de la Insulina, obsérvese la acumulación de ácidos grasos dentro de la célula. Microscopio invertido 100X.
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  Figura 7. Preadipocitos de ratón tratados con Insulina a los 10 días de diferenciación, obsérvese la tinción con rojo aceite para ácidos grasos. Microscopio invertido 10X.
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  Grafica Nº 1. Cantidad de Triglicéridos encontrados en las células diferenciadas tratadas con Rosiglitazona e Insulina con respecto a las células sin diferenciar no tratadas, el resultado corresponde al promedio de las observaciones realizadas.


  Por otra parte, el mecanismo de acción de la insulina está mediado por su interacción con el receptor de membrana para el factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1). Dado que éste se expresa en etapas tempranas de la adipogénesis, desencadena una serie de reacciones principalmente de fosoforilación de proteínas que conducen a la activación de la vía Map quinasa (Mitogen Activating Protein) y de otras proteínas que a su vez activarán o inhibirán varios factores de la transcripción para finalmente estimular la expresión de los genes involucrados en la proliferación y diferenciación celular (13, 14, 15, 16). Entre estos se destacan Necdin, Creb, GATA 2, Foxo 1 y FOXA2, cuyos blancos aún no son conocidos (7). Por lo tanto el efecto adipogénico de la insulina es más lento e indirecto dado qué, además del receptor de membrana, se requiere de la acción de proteínas fosoforilasas y de otro tipo para la adipogénesis.


  Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Fu y col. 2005 (17), que diferenciaron preadipocitos 3T3-L1 utilizando Rosiglitazona o insulina como inductores para estudiar la expresión de los genes involucrados en la diferenciación y parcialmente con los resultados obtenidos por Vargas y Lizcano (18) en el que obtienen que la Rosiglitazona induce dos veces más la diferenciación de los adipocitos comparados con un agonista parcial de PPARg, el Telmisartan y 5 veces más con respecto a las células sin diferenciar (19).


  Igualmente, se ha observado que los preadipocitos a medida que se diferencian aumentan hasta en 20 veces el número de receptores para la insulina por lo que ésta se constituye en una ruta alternativa para la diferenciación celular (14).


  Estos resultados nos permiten la comprensión de la fisiopatología de los adipocitos, en especial el papel del receptor PPARg en este proceso, lo cuál permitirá realizar intervenciones en enfermedades como la ateroesclerosis, la diabetes tipo 2 y la obesidad, mediante la búsqueda de agonistas para este receptor nuclear, al igual que el diseño de nuevas estrategias de tratamiento en enfermedades como lipodistrofia y resistencia a la insulina (19, 20). Un ejemplo de esto lo constituye el trabajo de Crandall y col. (2006), quienes al utilizar pequeñas moléculas para inactivar el Inhibidor del Activador del Plasminogéno 1 (PAI-1) en cultivos de preadipocitos humanos eran capaces de reducir la diferenciación y por lo tanto prevenir el desarrollo de la obesidad por dieta, sugiriendo que la inhibición farmacológica de este factor puede ser utilizada en las enfermedades asociadas con la expansión de la masa de tejido adiposo (21).
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  Resumen


  Este articulo presenta los resultados de la versatilidad adaptativa y tolerancia de una consorcio bacteriano constituido por 10 cepas bacterianas endémicas de un suelo agrícola contaminado, proveniente de una finca productora de cebolla ubicada en la laguna de Tota en Aquitania, Boyacá, Colombia, expuesto al uso incontrolado de fertilizantes nitrogenados. La consorcio bacteriano aislado del suelo está conformado por: Bacillus megaterium, Bacillus licheniformis, Pseudomonas stutzeri, Acinetobacter sp, Propionibacterium sp, Peptoestreptococcus sp, Sthaphylococcus coagulasa negativa, Corynebacterium sp, Clostridium sp y Actinomyces sp. Se demostró que los microorganismos aislados tienen capacidad desnitrificante in vitro, transformando el nitrato a nitrógeno molecular. La consorcio bacteriano aislado se constituye en una alternativa de biorremediación para recuperar suelo agrícola contaminado con exceso de fertilizantes nitrogenados.


  Palabras Claves: agentes fertilizantes, amonio, biorremediación, desnitrificación, nitratos, urea.


  Abstract


  This article presents the results of the adaptative versatility and tolerance of a bacterial consortium made up of 10 bacterial stocks endemic to a contaminated soil coming from an onion farm located near Laguna de Tota, Aquitania, Boyacá, Colombia. This soil has been exposed to the uncontrolled use of nitrogen rich fertilizers. The bacterial consortium from the soil is made up of Bacillus megaterium, Bacillus licheniformis, Pseudomonas stutzeri, Acinetobacter sp, Propionibacterium sp, Peptoestreptococcus sp, coagulase negative sthaphylococci, Corynebacterium sp, Clostridium sp, and Actinomyces sp. It was demonstrated that the isolated microorganisms have in vitro denitrifying capabilities, thus transforming nitrates to molecular nitrogen. The isolated bacterial association constitutes a bioremediation alternative to recover the soil that has been contaminated by the excess of nitrogen rich fertilizers.


  Key words: ammonium, biodegradation, denitrification, fertility agents, nitrates, urea.


  Introducción


  La salinización de suelos es un problema universal y complejo que ocasiona un impacto ambiental negativo, el cual se ha incrementado con el pasar de los años como consecuencia del uso indiscriminado de abonos, convirtiéndose en una amenaza para la agricultura, la flora y fauna autóctona (1).


  Las técnicas de biorremediación, constituyen una importante alternativa de solución a la salinización de suelos, ya que permiten eliminar o inmovilizar contaminantes, transformándolos o degradándolos a sustancias menos peligrosas o inocuas. Dichas técnicas utilizan microorganismos con capacidad para utilizar los contaminantes como fuente de energía o como aceptores y donadores de electrones dentro de la cadena respiratoria, mejorando así, la calidad y condiciones físico-químicas del suelo, contribuyendo en el crecimiento, rendimiento y calidad de las cosechas (2).


  De esta forma, la biorremediación de suelos contaminados por fertilizantes nitrogenados (gallinaza, urea), puede realizarse mediante la aplicación y/o bioaumentación de microorganismos desnitrificantes autóctonos, que utilizan formas de nitrógeno inorgánico o amonio previamente reducido convirtiéndolo en sustancias gaseosas como N2O, NO y N2 , los cuales son emitidos a la atmósfera (3).


  Las bacterias desnitrificantes son filogenéticamente diversas y están distribuidas ampliamente en ecosistemas acuáticos y terrestres. El proceso de desnitrificación ocurre en muchas especies de Eubacterias y en unas pocas Arqueobacterias. Las Proteobacterias, las Enterobacterias, son anaerobios facultativos, debido a que cambian el aceptor de electrones como el oxígeno por óxidos de nitrógeno bajo condiciones anóxicas. Otros estudios han demostrado que las bacterias desnitrificantes y fijadoras de nitrógeno se encuentran en la capa superficial del suelo a una profundidad de 5 cm (4).


  El aislamiento de estos microorganismos se realizó en un medio de cultivo al que se le añadió nitrato potásico como aceptor de electrones, una fuente de carbono no fermentable como donador de electrones y sales minerales a fin de no seleccionar organismos fermentativos.


  El objetivo del estudio, fue aislar e identificar mediante el uso de medios selectivos y pruebas bioquímicas convencionales, consorcios bacterianos desnitrificantes a partir de un suelo proveniente de una finca productora de cebolla cerca a la laguna de Tota (Boyacá) contaminado por exceso de fertilizantes (nitratos y amonio).


  Materiales y métodos


  Toma de muestra de suelo


  La muestra de suelo fue traída de la finca Siempre Viva la cual se encuentra ubicada en el municipio de Aquitania (Boyacá). Para la recolección del suelo se delimitó un área aproximada de 1500 m2 dentro de la cual se tomaron muestras compuestas utilizando un muestreo aleatorio en zig-zag. Se removió la capa superficial presente y se excavó hasta una profundidad de 20 cm. Las muestras fueron empacadas en 14 sacos (40 kilos). La selección de la muestra se basó en análisis físico-químicos previos confirmando altas concentraciones de nitratos.


  Montaje ex situ


  La muestra fue trasladada a un invernadero construido en la Sede La Floresta de la Universidad de La Salle, donde se utilizó un área total de terreno de 14m2, de los cuales 6m2 se emplearon para la disposición del suelo. Se realizó el montaje de 3 surcos problema (unidades experimentales) y un control, cada surco de 52 cm de ancho, por 1,30 cm de largo, por 20 cm de profundidad; cada unidad experimental poseía tres réplicas, el montaje contó con un sistema de impermeabilización para la recolección y manejo de lixiviados con el fin de evitar la contaminación del suelo problema, suelos aledaños y acuíferos.


  Homogenizado de suelo


  De cada muestra de suelo secado y tamizado se pesaron 25 g. y se homogenizaron en 225 ml agua peptonada (0,85%), con cicloheximida (50 mg/ml) para inhibir el crecimiento fúngico; se mantuvieron en agitación a 120 rpm, por 30 minutos a temperatura ambiente (20° C).


  Conteo preliminar de células viables


  A partir del homogenizado se determinó la concentración inicial de bacterias viables heterótrofas y desnitrificantes de cada uno de los surcos mediante la técnica de recuento por vertido en placa, previa preparación de la muestra de suelo por homogenización y secado, según protocolo.


  Recuento de desnitrificantes


  A partir del homogenizado se prepararon diluciones seriadas en base 10 en medio líquido mineral; (100 a 10-7); de cada dilución se inoculó, por triplicado, 0,1 ml a placas de petri. Luego se agregaron 20 ml de medio agar mineral mínimo fundido y mantenido a 450 C. Una vez solidificados los medios se llevaron a incubar a 370 C durante 48-96 horas, para obtener crecimiento de colonias.


  Para cuantificar las colonias se seleccionaron las diluciones que presentaron crecimiento entre 30 y 300 UFC, se realizó el cálculo teniendo en cuenta el título de la dilución y la cantidad de inóculo utilizado. Los resultados se expresan en UFC/g de suelo.


  Aislamiento e identificación de consorcios denitrificantes bacterianos nativos


  A partir del crecimiento obtenido en las placas de recuento de desnitrificantes y heterótrofos se realizó el aislamiento de los consorcios bacterianos nativos mediante resiembra en medio de sales minerales. Los cultivos se manipularon en iguales condiciones de crecimiento a las descritas para los recuentos bacterianos y se realizaron las resiembras necesarias en medio sólido hasta obtener cepas puras. Las cepas puras componentes de los consorcios nativos se resembraron en medios de cultivo de aislamiento primario básicos y con el fin de obtener el crecimiento suficiente para su completa identificación y para mantenerlas viables.


  Los microorganismos aislados se determinaron según los protocolos convencionales de identificación: teniendo en cuenta las características macroscópicas de las colonias, la morfología microscópica, por medio de la tinción de Gram y coloraciones especiales para cápsula, esporas e inclusiones citoplasmáticas. Según las características micro y macroscópicas de las colonias aisladas se procedió a la aplicación de los protocolos convencionales y pruebas bioquímicas especiales para la identificación de bacterias provenientes de suelo.


  Resultados


  Recuento Inicial de células viables:1.3 x 104UFC/g. de suelo. Una vez se observó crecimiento a partir de los aislamientos positivos se procedió a realizar caracterización macro y microscópica de las colonias aisladas.

  El recuento promedio de UFC/g de suelo post-tratamiento fue de 6.3x 104, el recuento promedio en el surco control fue de 2,6x104.


  Identificación bioquímica. En la Tabla 1 se presentan los microorganismos aislados e identificados mediante pruebas bioquímicas.


  Tabla 1. Microorganismos aislados e identificados mediante pruebas bioquímicas.
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  Figura 1. Análisis estadístico para nitratos post-tratamiento con el consorcio bacteriano aislado.


  La actividad desnitrificante (AD) del consorcio bacteriano, fue demostrada mediante análisis fisicoquímicos observando mediante espectrofotometría, una disminución significativa de nitratos en las Unidades experimentales (p£ 0.05) en relación al control después de introducir el consorcio bacteriano, figura 1.


  Discusión


  El consorcio bacteriano identificado a partir del suelo problema estuvo compuesto por: Bacillus megaterium, Bacillus licheniformis, Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, Propionibacterium, Clostridium sp, Actinomyces. Peptoestreptococcus, Sthaphylococcus coagulasa negativa, Corynebacterium.


  El recuento promedio de UFC/g de suelo post-tratamiento fue de 6.3x 104 y en el surco control fue de 2,6x104. Utilizando todo el consorcio no se pudo determinar una concentración bacteriana óptima para la desnitrificación; por lo que se sugiere en futuros ensayos probar diferentes asociaciones bacterianas y diferentes concentraciones de las mismas. En cuanto al análisis de los nitratos se observaron diferencias significativas entre las unidades experimentales y el control, mostrando que el consorcio bacteriano aislado llevó a cabo el proceso de desnitrificación de una manera efectiva.


  Numerosos estudios han reportado microorganismos como potentes desnitrificantes en suelo (3,5,6). Sin embargo, no existen reportes de trabajos utilizando consorcios bacterianos. En este trabajo se realizó la biorremediación con un consorcio nativo de bacterias desnitrificantes, lo que permite combinar y complementar las funciones metabólicas de diferentes microorganismos, para que colectivamente desnitrifiquen el suelo.


  Adicionalmente al estar en grupo las diferentes especies bacterianas pueden tolerar los cambios físico químicos que se den en el ambiente durante el proceso de biorremediación (3, 6, 7, 8).


  En la presente investigación se aisló Pseudomonas stutzeri, la cual se encuentra ampliamente distribuida en la suelos y agua, y ha sido recuperada de humus, estiércol, paja, aguas servidas, aguas estancadas, alimentos preparados para bebes, equipos hospitalarios, cosméticos para los ojos, y diversos materiales clínicos. Esta especie ha sido reportada frecuentemente como desnitrificante del suelo (9).


  También se aislaron diferentes microorganismos de la familia Bacillaceae, sus numerosas especies suelen ser mesófilas, aerobias o anaerobias facultativas, algunas de sus especies termófilas pueden desarrollarse también en los extremos de acidez y alcalinidad con pH entre 2-10, por lo que pueden recuperarse a partir de una variedad de nichos ecológicos. Las diferentes especies de Bacillus son de amplia distribución, habitan suelos, agua y polvo ambiental. El género Bacillus, ha sido informado como desnitrificantes fuertes y rápidos, ya que convierten los nitratos a nitritos en 24 horas como es el caso de la especie Bacillus licheniformis (8).


  Otro de los géneros, pertenecientes a la familia Bacillaceae, el Clostridium, con especies anaerobias facultativos ó estrictas, comúnmente encontradas en suelo también han sido informados como potentes biorremediadores, utilizados con frecuencia para degradación de derivados de petróleo (10).


  En este trabajo se encontraron, haciendo parte del consorcio nativo, especies de Staphylococcus coagulasa negativa, las cuales están ampliamente distribuidas en diferentes nichos ecológicos y se caracterizan por su gran capacidad de tolerancia al medio ambiente (8).


  También se encontraron especies de: Propionibacterium, que son bacilos Gram positivos, anaerobios facultativos, frecuentemente aislados de suelos, los cuales también utilizan el NO3 - como aceptor de electrones; de Peptostreptococcus, cocos Gram positivos, de crecimiento lento en medios convencionales, no hemolíticos, distribuidos en el medio ambiente.


  Otro género encontrado fue Corynebacterium, bacilos aerobios, Gram positivos, formadores de gránulos metacromáticos, sus diferentes especies han sido reportadas con frecuencia aisladas de diferentes tipos de suelo (6,11). El Acinetobacter un bacilo Gram negativo, no fermentador de glucosa, distribuido ampliamente en el medio ambiente, en diferentes tipos de suelo y agua ha sido reportado como especie capaz de desnitrificar de manera lenta y débil (12), también fue identificado en este estudio haciendo parte del consorcio nativo.


  Finalmente, otro de los microorganismos encontrados fue el género Actinomyces, bacilos filamentosos y ramificados, pleomorficos, Gram variables, de crecimiento típico en placas de agar, que también ha sido reportado en la literatura como microorganismo desnitrificante (12).


  Debido a que algunas especies comúnmente identificadas por PCR no fueron aisladas en nuestro estudio, se recomienda en futuros estudios utilizar técnicas de biología molecular para la identificación de microorganismos difíciles de recuperar por cultivo en placa o en medio líquido que aparecen en la literatura identificados y haciendo parte de la población nativa de suelos contaminados (13).
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  Resumen


  La multiresistencia a los antibióticos por bacterias Gram positivas, especialmente el Staphylococcus epidermidis, constituye un problema creciente de salud pública en las unidades neonatales. Uno de los mecanismos de resistencia bacteriana recientemente descrito es la presencia de integrones y cassettes genéticos. Existen más de 9 clases de integrones, siendo el de clase 1 el que con mayor frecuencia se encuentra implicado en cepas causantes de infección hospitalaria.


  En este estudio, se determinó la presencia de integrones clase 1 en Staphylococcus epidermidis, provenientes de hemocultivos y puntas de catéter, que causaron infección nosocomial en las unidades neonatales del Instituto Materno Infantil de Bogotá, Colombia. De las 46 cepas estudiadas, se detectó la presencia del gen intI 1 en 21 de los aislamientos (45.7%). Este hallazgo, pionero en cepas bacterianas aisladas en neonatos, sugiere la necesidad de buscar cassettes genéticos que confieren resistencia a los diferentes antimicrobianos, para definir esquemas de tratamiento de infecciones nosocomiales causadas por estos microorganismos.


  Palabras clave: antimicrobianos, cassettes genéticos, genoma bacteriano, integrones, neonato, plásmidos.


  Abstract


  Multiresistance to antimicrobial against Gram-positive bacteria, especially Staphylococcus epidermidis is a progressive problem in newborn-intensive care units. One of the recently described mechanisms of bacterial ressistance is the presence of integrons and gene cassettes. There are more than 9 types of integrons, out of which class 1 integron is the most frequently associated with strains causing hospital infections.


  In this study, presence of class 1 integrons in Staphylococcus epidermis was determined as coming from hemocultures and catheter points which caused nasocomial infection in newborn intensive care units of Instituto Materno Infantil in Bogotá, Colombia. From the 46 studied strains, intl1 gene was detected in 21 of them (45.7%). This finding, pioneer in bacterial strains isolated in newborns, suggests the necessity to look for gene cassette which give resistance to the different anti microbial entities to define nosocomial infection treatment schemes caused by these microorganisms.


  This is the first time mechanism of resistance to aminoglycoside and other antimicrobials in Colombian Gram positive strains is studied. We suggest that it is important to carry out assays with gene cassette for different antibiotics of nosocomial infection to provide a better treatment selection.


  Key words: antimicrobial, gene cassette, genome bacterial, integrons, newborn, plasmids.


  Introducción


  El Staphylococcus epidermidis es el germen más frecuente aislado en las unidades de neonatología, ha sido reconocido en las ultimas décadas como el mayor causante de las infecciones nosocomiales en recién nacidos, presentando un alto índice de morbi-mortalidad y multiresistencia a los antibióticos (1, 2).


  Dentro de los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos por transferencia horizontal de genes, se encuentra una nueva familia de elementos de ADN móviles denominados integrones; se localizan en el genoma bacteriano, en plasmidos o en transposones (3, 4, 5, 6).


  La estructura básica del integron consiste en dos segmentos conservados en los extremos 5’ y 3´, separados por un segmento de longitud variable, donde se insertan cassettes genéticos con uno o más genes que confieren resistencia a los antibióticos, mediante un sistema de recombinación sitio-especifica (11, 12).


  En el extremo 5´ se encuentra el gen intI, que codifica para una proteína con actividad de recombinasa o integrasa; contiguo a este, se localiza la secuencia attI, sitio de recombinación especifica donde se integran cassettes genéticos separados por pequeñas regiones intergénicas de aproximadamente 10 pb. Entre intI y attI están los promotores Pc y Pi, que codifican para la expresión de cassettes génicos y para la expresión de intI1 respectivamente (Figura 1) (12, 13).


  La enzima IntI permite la interacción entre attl y el sitio attC, el cual une los extremos del cassette genético y facilita la integración en la zona variable del integron (14). En el extremo 3’ del integron clase 1, se han descrito varios genes que confieren resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qacEÄ1), que hacen parte de algunos antisépticos y desinfectantes; así como de genes que determinan resistencia a las sulfonamidas (sul1) y el gen orf 5 cuya función se desconoce hasta el momento (15).
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  Figura 1. Estructura del integron clase 1.


  El integron clase 1 es el más estudiado en bacterias Gram negativas, mientras que su presencia en bacterias Gram positivas es menos conocida (7, 8, 9, 10). En este estudio se determinó la presencia de integrones clase 1, en aislamientos de S. epidermidis provenientes de hemocultivos y cultivos de punta de catéter de las unidades de neonatología del Instituto Materno Infantil de Bogotá (IMI). La determinación de la presencia de integrones y su relación con cassettes genéticos de resistencia antimicrobiana, especialmente para aminoglucosidos y betalactamicos, utilizados en las unidades de neonatología, permitirá la intervención más eficaz en el tratamiento de infecciones nosocomiales causadas por S. epidermidis.


  Materiales y Métodos


  Aislamientos


  Se estudiaron 46 cepas de S. epidermidis aisladas a partir de hemocultivos y cultivos de puntas de catéter provenientes de 38 recién nacidos admitidos en las unidades de neonatología del IMI durante el periodo comprendido entre el 21 de noviembre de 2003 y el 20 de Mayo de 2004. La identificación de las especies se realizó por el método MicroScan (Roche Biocare, Canadá).


  Análisis por Bioinformática


  La búsqueda del gen de la integrasa tipo I (intl1), se realizó a partir de secuencias reportadas en la base de datos del NCBI (Nacional Center Biotechnology Information), pertenecientes a los géneros Klebsiella, Salmonella, Serratia, Acinetobacter, y Citrobacter.


  Dichas secuencias se utilizaron para la construcción de una secuencia consenso mediante el programa Multalin (disponible en red). A partir de esta secuencia consenso se seleccionó la región más conservada para el diseño de oligonucleotidos empleando el programa Primer3 (20).


  Amplificación del gen intI1 por reacción en cadena de la polimerasa


  La extracción de DNA se realizó a partir de un cultivo puro, siguiendo el protocolo del fabricante (Kit Wizard® Genomic DNA Purification A1123, Promega, USA). La amplificación del gen intl1 se realizó por PCR utilizando: oligonucleótidos 1.0 μM, (sentido: CGAACCGAACAGGCTTATGT; antisentido: AGCACCTTGCCGTAGAAGA) GoTaq polimerasa 1U, mezcla de dNTPs 200 μM, DNA 150 ng/μl para un volumen final de 20 μl. Las condiciones de amplificación fueron: desnaturalización inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 segundos, anillamiento a 53°C por 45 segundos, extensión a 72°C por 45 segundos y una extensión final a 72°C por 7 minutos. La detección del producto de amplificación de aproximadamente 188 pb, se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, seguido de tinción con bromuro de etidio. Como cepa control se utilizó un aislamiento clínico de Salmonella typhi, portador del gen intl1 (Gen Bank EF051039).


  Resultados


  Durante el periodo comprendido entre el 21 de noviembre de 2003 y el 20 de Mayo de 2004 se aislaron 46 cepas de S. epidermidis, a partir de hemocultivos y cultivos de puntas de catéter provenientes de 38 recién nacidos de la Unidad de Neonatología del IMI. De 46 aislamientos, 21 (45.7%) fueron positivos para la presencia del gen intl1 y 25 (54.3%) fueron negativos. El resultado positivo se evidenció por la presencia de una banda correspondiente a un tamaño de producto de PCR de aproximadamente 188 pb (Figura 2).


  La tabla 1 muestra la distribución de frecuencias de las cepas provenientes de hemocultivos y punta de catéter relacionadas con la presencia o ausencia del integron clase I.
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  Figura 2. Amplificación del gen intl 1. M: Marcador de peso molecular de 50 pb.; líneas. 2 - 6 y 8 cepas de ECN positivas para el gen intI1 correspondientes a un tamaño de 188 pb. Línea 7 Cepa control Salmonella tiphy (aislamiento clínico, portador del gen intl1). Neg: Control negativo.


  Tabla 1. Frecuencia de presentación del integron clase I (gen intl1) en muestras de hemocultivo y puntas de catéter.
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  Discusión


  Entre las bacterias Gram positivas, los Estafilococos coagulasa negativa (ECN) y particularmente el S. epidermidis, muestra una alta prevalencia (>70%) en las infecciones neonatales en el mundo, y constituye uno de los principales patógenos aislados en las Unidades de Neonatología, presentando multiresistencia a la terapia antimicrobiana (16, 17, 18). Los resultados del presente estudio muestran la presencia de integrones clase 1 en aislamientos clínicos de S. epidermidis, obtenidos de hemocultivos y cultivos de puntas de catéter de las unidades de neonatología del IMI, durante el periodo comprendido entre el 21 de noviembre de 2003 y el 20 de Mayo de 2004.


  Se amplificó el gen intl1 en el genoma bacteriano, que corresponde a un integron de resistencia clase 1, siendo este el más estudiado, debido a que se presenta con mayor frecuencia en aislamientos clínicos. De los 46 aislamientos de S. epidermidis, 21 (45.7%) fueron positivos para el gen intI1. La presencia del integron clase 1 sólo había sido reportada en ECN, en un estudio realizado en China, donde la frecuencia fue del 100%; sin embargo, dicho estudio no fue realizado en neonatos (7).


  Los integrones se han reconocido como elementos móviles importantes en la evolución del genoma bacteriano y se consideran como uno de los mecanismos genéticos responsables de la resistencia a los antibióticos de amplio espectro usados en el ámbito hospitalario, en aislamientos clínicos de bacterias Gram negativas.


  Recientemente se encontró la primera evidencia de integron clase 1 en microorganismos Gram positivos asociados a infección nosocomial (19).


  Los integrones clase 1 podrían ser mediadores de resistencia a diferentes antibióticos en aislamientos clínicos de bacterias Gram positivas, como S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, Estreptococcus sp. Entre otros, que presentaron resistencia a diferentes antimicrobianos como Clindamicina, gentamicina, cloranfenicol, ciprofloxacina, eritromicina, tetraciclina (7).


  Los ECN han sido subestimados como agente causal de infección. La presencia del integron clase 1 en el 45.7% de los aislamientos analizados, muestra la importancia de la determinación de la presencia de otras clases de integrones (clases 2 y 3), así como el estudio de los cassettes genéticos que median resistencia a los aminoglucósidos, utilizados en el tratamiento de infecciones en las unidades de neonatología. La unión entre los hallazgos clínicos y moleculares contribuirá en la definición de esquemas de tratamiento adecuados, así como en la implementación de programas para la prevención y control de patógenos que son considerados por muchos clínicos como simples contaminantes.
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  Resumen


  En el presente estudio se implementó la técnica de colonización en sustratos artificiales durante un periodo de siete meses (noviembre de 2004 a mayo de 2005). En el sector de mayor urbanización del humedal, los grupos de microalgas de mayor representatividad fueron las euglenófitas ycianófitas, con un promedio de abundancia de 20300 indv/cm2. En las zonas de menor intervención antrópica predominaron las diatomeas, con una abundancia promedio de 1774 indv/cm2. La heterogeneidad en el sistema es bastante alta debida a las condiciones tróficas y factores físicos que afectan al sistema. Los resultados mostraron diferencias espaciotemporales en términos de composición y abundancia, la contribución y sucesión de los grupos de microalgasdurante las etapas de colonización igualmente fue muy diferente para cada una de las estaciones. La diversidad, composición y abundancia de las microalgasperifíticas presentes indican el proceso de eutrofización por el que atraviesa el humedal, así como, el estado de sus aguas que se encuentran medianamente contaminadas y muy contaminadas en algunos sectores.


  Palabras clave: bioindicadores, contaminación, diatomeas, humedal, limnología, microalgas.


  Abstract


  This study implemented the technique of colonization in artificial substrates during a period of seven months (November 2004 through May 2005). In the sector of greater urbanization of the wetland, the most representative group of microalgae were the euglenophytas and cyanophytas, with abundance an average of 20300 of indv/cm2. In the areas with lower anthropic intervention the diatoms were predominant, with an abundance average of 1774 ind/cm2. The heterogenity in the system is considerably high due to the trophic conditions and physical factors that affect the system. The results showed space-time differences in terms of composition and abundance. The contribution and succession of the groups of microalgae during the stages of colonization were considerably different for each one of the stations. The diversity, composition and abundance of periphytic microalgae indicates the eutrophication process the wetland is currently going through, as well as the state of its waters that are slightly polluted in some areas and highly polluted in other areas.


  Keywords: bioindicators, diatomaceous, limnology, microalgae, pollution, wetland.


  Introducción


  Los lagos y embalses ubicados en las áreas urbanas se enfrentan al embate de distintas actividades antrópicas, lo que genera su paulatino y constante deterioro (1). Los recursos hídricos del Distrito Capital atraviesan por una gran problemática ambiental, debida en mayor parte, a las alteraciones por contaminación y saneamiento básico (2, 3) que han provocado cambios en la estructura y composición de las comunidades biológicas, registrándose en numerosos cuerpos de aguas naturales, fuertes procesos deeutrofización (3).

  En el Humedal de Jaboque las diversas actividades de origen antrópico y consecuentes impactos generados, difieren tanto en magnitud como intensidad a lo largo y ancho del sistema y permiten establecer una clara y necesaria zonificación espacial para efectos de su estudio y posterior manejo. La zona suroriental por ejemplo, se encuentra más afectada por la creciente urbanización del área y está delimitada físicamente por la adecuación de canales perimetrales de recolección de aguas lluvias y negras, que ingresan, sin previo tratamiento de los barrios aledaños.


  El sector noroccidental ha sido el menos intervenido en cuanto a obras de infraestructura se refiere. Sin embargo, la zona de ronda es utilizada para llevar a pastar ganado vacuno y equino provocando la compactación de los suelos y contaminación hídrica.


  En general, el cuerpo de agua ha disminuido notablemente, en parte por la utilización de las aguas del humedal en labores de riego para los cultivos ubicados en las zonas norte y sur (4). Adicionalmente, el crecimiento exagerado de macrófitas acuáticas y la introducción de pasto kikuyo ha reducido considerablemente el espejo de agua.


  Es así como la presencia y abundancia de las microalgasperifíticasque viven adheridas a sustratos vegetales, rocas o a cualquier tipo de material natural o artificial sumergido (5), pueden ser utilizadas para evaluar el estado ecológico del medio en el que se encuentran, permitiendo inferir sobre los problemas que estén sucediendo (6). Estas microalgas presentan, una alta heterogeneidad tanto espacial como temporal dependiendo de la variabilidad en los factores ambientales, red de drenaje, tipo de sustrato e hidrología, que determinan su comportamiento y distribución (7, 8, 9).


  El presente estudio se encuentra enmarcado en el convenio “Investigación aplicada en restauración ecológica en el Humedal de Jaboque” y pretende, a partir de la estructura y descripción del proceso de colonización de las microalgasperifíticas, coadyuvar, en la interpretación de su estado y dinámica actual, dado el valor ecológico y socioeconómico que representa el sistema para el vecindario y a los impactos a los que ha sido sometido en los últimos años.


  Materiales y métodos


  área de estudio
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  Figura 1. Estaciones de muestreo: A, B, C, D, E, F y G, Humedal de Jaboque (Localidad de Engativá) Modificado de Meyer (2004) (10).


  El Humedal de Jaboque se encuentra en la Localidad de Engativá, dentro del perímetro urbano del Distrito Capital (Bogotá, Colombia). Se halla limitado al occidente por el río Bogotá (4°43´ 33´´ N, 74°08´45´´) donde ingresan sus aguas; y al oriente, con el barrio álamos (4°42´07´´ N, 74°07´25´´ W). Para evaluar las consecuencias que ha tenido la intervención antrópica sobre la comunidad de microalgasperifíticasy a su vez medir el estado actual del cuerpo de agua se escogieron en total siete estaciones de muestreo, tres de estas pertenecen a la zona menos perturbada la cuál fue designada como sector uno (A, B y C), las cuatro restantes corresponden al área más afectada del humedal por la urbanización y adecuación en superímetro de canales de recolección de aguas, esta zona se va a denominar sector dos (D, E, F y G) Figura 1. La selección final de los sitios se efectuó a partir de un pre-muestreo donde se tuvieron en cuenta la accesibilidad y metodología utilizada.


  Análisis cualitativo y cuantitativo


  Se aplicó la técnica de colonización en sustratos artificiales (7), utilizando placas de cerámica ubicadas verticalmente al sustrato para evitar una alta sedimentación y la caída de otros organismos (7,11). El periodo exposición utilizado fue de dos semanas, con base en las recomendaciones para cuantificar densidades (7, 11,12).


  Para examinar la variación espacio-temporal en términos de composición y abundancia se completaron siete meses de muestreo de noviembre de 2004 a mayo de 2005, se realizaron análisis cualitativos para la identificación de las microalgas encontradas y posterior a éstos, el conteo de individuos. El material adherido a los sustratos artificiales fue raspado (48 cm2) con una espátula y preservado para el análisis cualitativo con solución Transeau (agua, etanol al 90% y formol al 40%, en proporciones 6:3:1 respectivamente) a un volumen 1:1 de solución y 20 ml de agua destilada (13).


  Las muestras para el análisis cuantitativo fueron diluidas en 20 ml de agua destilada y fijadas con 0.2 ml de lugol yodado para su preservación (7,14). Para el estudio de sucesiónperifítica se tomaron muestras de los sustratos instalados a la segunda, tercera, quinta y sexta semana, durante los meses de marzo y abril de 2005. Se determinaron tipo y cantidad de microalgas.


  La identificación de microalgas presentes en las muestras se hizo teniendo en cuenta las claves taxónomicas de Edmondson (15), Whitford y Shumacher (16), Parra et al. (17-21), Rieradevall (22) y Cox (23). El análisis cualitativo se efectuó con ayuda de un microscopio óptico Olympus BX40 F-3. Para el análisis cuantitativo se extrajeron alícuotas de 1 ml de la muestra, se dejaron decantar durante una hora en cámaras de sedimentación (24 mm de diámetro) y se efectuaron los conteos en un microscopio invertido (Leica MDIL IV/01) (7, 12). La cuantificación de los individuos se obtuvo mediante la fórmula propuesta por Hauer y Lamberti (24), donde la densidad se expresa en número de individuos por área de superficie (cm2), en este caso, debido a la heterogeneidad de las muestras se realizó un conteo mínimo de 100 individuos de la especie masrepresentativa en las de mayor densidad y la totalidad de la muestra cuando la abundancia era muy baja.


  Análisis de los datos


  Los datos fueron sometidos a pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas (Test de Barlett´s-STAT GRAPHICS v.5.0) para observar su comportamiento y proceder aplicar los análisis multivariados adecuados (25), en este caso, no paramétricos. La matriz primaria de abundancia de microalgasperifíticas fue transformada teniendo en cuenta su distribución -umbrales de la Ley de Taylor- (26), el tipo de índice de asociación utilizado para los análisis de clasificación u ordenación (Bray-Curtis) y por último equiparar la importancia entre las especies más comunes y las especies raras (27). Bajo estos criterios la matriz de abundancia (indv/cm2) de especies perifíticas se transformó mediante el Log (x+1). El método de ordenación utilizado para representar gráficamente las similitudes entre muestras fue un Ajuste Dimensional no-métrico (NonmetricMulti-Dimensional Scaling NMDS-PRIMER v.5.0-).


  Esta técnica no asume linealidad entre las variables y es muy efectiva para el estudio de comunidades biológicas (28). El índice de asociación utilizado para este análisis fue el de Similitud de Bray- Curtis que es bastante apropiado para datos de abundancia de especies y permite como se mencionó anteriormente, a través de las transformaciones equilibrar la contribución de especies más o menos abundantes (27). Los valores de stress que aparecen en cada una de las ordenaciones indican el grado de confiabilidad de la representación de similitud entre las muestras de su espacio original (multidimensional) al espacio reducido (NMDS-2 dimensiones).


  Para combinar la información proporcionada por el método de ordenación utilizado (NMDS), se realizó un dendrograma (aglomeración por ligamiento promedio) a partir de la matriz de similitud mediante el índice de Bray-Curtis (estaciones y meses-matrices tipo Q-).


  Así mismo, se determinó el porcentaje de las especies que contribuyen al promedio de similitud dentro de los factores establecidos (meses -sectores) y el promedio de disimilitud entre estos (SIMilarityPERcentages –SIMPER-, PRIMER v.5.0) para obtener mayor información sobre las variables, en este caso, biológicas.


  La prueba utilizada para determinar si existían diferencias estadísticamente significativas entre los rangos de similaridad de las muestras (factores espaciotemporales: sector- uno y dos - mes de muestreo) fue un Análisis de Similitud (análisis of similarities- ANOSIM- PRIMER 5.0), esta técnica es análoga a ANOVA la cual es utilizada para estadística univariada(análisis de varianza). Las matrices de similaridadpara efectuar este análisis se obtuvieron a partir del índice de Bray-Curtis. En esta caso se calcula un estadístico global -R- (análogo al F en ANOVA) para determinar si las diferencias estadísticamente significativas existen entre todos los grupos, este debe variar entre -1 a 1.


  El test realiza comparaciones dentro de los grupos de muestras por parejas. En la comparación entre grupos la hipótesis nula (no existen diferencias estadísticamente significativas) fue rechazada con un nivel de significancia de P< 0.05 (999 permutaciones).


  En las pruebas pareadas se aplicó un nivel de significancia de 0.05/n (corrección de Bonferroni), donde n es el número de comparaciones pareadas posibles, esto para tener en cuenta los efectos de las diferencias en el tamaño de la muestra. Se examinó si existía interacción entre los factores para aplicar el Análisis de Similitud apropiado (ANOSIM, 2 –vías cruzado).


  Para la descripción de la comunidad perifítica en términos de número de especies y proporciones que puedan indicar cambios debido a modificaciones en las condiciones ambientales o procesos biológicos se utilizó el índice de diversidad de Shannon y Weaver(1949) (bits de información) (7,12). Para observar posibles diferencias entre las diversidades obtenidas se aplicó una prueba ANOVA (análisis de varianza-1 vía) con los índices de Shannon obtenidos en cada una de las estaciones y meses de muestreo.


  Finalmente, los datos de las variables fisicoquímicas medidas por álvarez y Yepes (29) fueron sometidos al test de Kruskal-Wallis (STAT GRAPHICS v.5.0) por no cumplir con las asunciones de la estadística paramétrica, para examinar, su comportamiento a escala espacial y temporal (meses y estaciones). Las variables fisicoquímicas de la columna del agua incluidas en el análisis fueron: pH, conductividad μS/ cm (C), alcalinidad total mg/l (AT), dureza total mg/l (DT), fosfatos mg/l (FA), fósforo mg/l (FO), nitratos mg/l (NTA), nitrógeno amoniacal mg/l (NA), nitrógeno total mg/l (NT), sólidos suspendidos totales mg/l (SST), sólidos totales mg/l (ST) y temperatura (T).


  Los meses seleccionados para el análisis por correspondencia con las biológicas estudiadas fueron noviembre, enero, marzo y abril. En la comparación entre las estaciones y los meses de muestreo, la hipótesis nula (no existen diferencias estadísticamente significativas) fue aceptada con un nivel de significancia de P> 0.05. Para analizar las relaciones entre las variables fisicoquímicas del agua y las microalgasperifíticas se empleó la aplicación BIOENV (PRIMER v. 5.0), técnica que selecciona las variables ocombinaciones de variables abióticas que mejor explicanel comportamiento de los datos biológicos a partir de matrices de similitud.


  El coeficiente de correlación utilizado fue el de Spearman (ñù) que oscila en un rango de -1 a 1, los valores negativos significan que existe oposición entrelos datos abióticos y bióticos, así como, una parcial o completa correspondencia para los valores positivos o iguales a uno (27).


  Tabla 1. Contribución de los grupos de microalgas encontrados, (% de abundancia), durante los meses de muestreo en el Humedal de Jaboque.
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  Los datos fisicoquímicos del agua fueron transformados teniendo en cuenta la distribución de cada una de las variables medidas, procurando su ajuste a la normalidad para validar la matriz de similitud calculada posteriormente, en este caso, por medio del índice de distancia Euclidiana.


  La matriz de similitud de especies utilizada en la misma escala temporal fue transformada con el Log (x+1) y calculada a partir del índice de Bray-Curtis.


  Resultados


  Composición y abundancia


  Se registraron 68 especies de microalgas, de las cuales 66 pertenecian a las divisiones Euglenophyta (euglenófitas), Chlorophyta (clorófilas), Cyanophyta(cianófitas), Bacillariophyta (diatomeas), Chrysophyta(crisófitas) y Cryptophyta (criptófitas). El grupo de microalgas con mayor representatividad en cuanto a número total de especies encontradas fueron las diatomeas (32.83%) seguido de las clorófitas y euglenófitas (25.37%) con el mismo valor, cianófitas (10.45%), y por último las crisófitas, criptófitas y morfoespecies encontradas con el porcentaje restante (5.96 %).


  El grupo más abundante y con mayor fluctuación durante el estudio fueron las euglenófitas, con valores que oscilaron entre 19.74-78.65%, seguido de las cianófitas con un 0.67-49.26%, clorófitas 3.74-27.8% y diatomeas 5.95-26.19%. En el mes de mayo las cianófitasse destacaron con una abundancia mayor respecto al grupo de las euglenófitas con un porcentaje de 49.26.


  Durante la época de mayor sequía (diciembre, enero y febrero) se presentaron las morfoespecies encontradas (estación F) y los picos de mayor abundancia para el grupo de las euglenófitas, Tabla 1.


  Espacialmente la composición y abundancia difiere notablemente entre las estaciones que pertenecen al sector uno (A, B y C) y las del sector dos (D, E, F y G). En el sector uno predominan las diatomeas con valores de 42.9-83.49% mientras que el sector dos se encuentra caracterizado por la dominancia de euglenófitas y cianófitas, con porcentajes que varían de 16.49- 57.60% y 2.84- 40.43 % respectivamente, Tabla 2.


  En el análisis de ordenación Figura 2, la composición y abundancia de las microalgasperifíticas es muy heterogénea, mostrando una leve diferenciación espacial entre los sectores uno y dos. La variabilidad entre las estaciones es tan alta que no permite establecer patrones estacionales definidos para todo el sistema, cada sitio se comporta de forma diferente.


  Por ejemplo, la estación G en el mes de abril, exhibe una disimilitud bastante alta respecto a los meses de noviembre, enero, febrero y marzo, cuando los valores de abundancia se explican por la contribución dediferentes especies, en mayo la composición y contribución es mas similar. Las estaciones B y C ambas del sector uno difieren temporalmente con una mayor y menor abundancia respectivamente, en este caso, la disimilitud tan alta entre muestras pese a que presentan el mismo número de especies se debe a la diferencia entre su composición y contribución.


  Tabla 2. Contribución de los grupos de microalgas encontrados, (%de abundancia), en cada una de las estaciones de muestreo en elHumedal de Jaboque.
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  Tabla 3. Resultados ANOSIM (2 vías-cruzado) para abundancias de especies.


  [image: ]


  [image: ]


  Figura 2. N-MDS mostrando la similitud espacio-temporal de las muestras en cada una de las estaciones de muestreo respecto a la composición y abundancia de las especies de microalgasperifíticas encontradas en el Humedal de Jaboque.


  Tabla 4. Resultados pruebas pareadas dentro del grupo (meses) ANOSIM (2 vías-cruzado) para abundancias de especies.
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  Las estaciones que corresponden al sector uno son más homogéneas en composición y abundancia que las del sector dos entre la alta variabilidad que igualmente se registra para todas las estaciones en el humedal. Las muestras de la estación D que corresponde al tramo final de adecuación de canales perimetrales en dirección sur-norte del humedal, son las que presentan mayor heterogeneidad de todas las examinadas caracterizándose además, por exhibir una mayor similitud con las de las estaciones del sector uno como se aprecia en el análisis de ordenación, Figura 2.


  Por otra parte, las mayores abundancias (indv/cm2) durante todo el estudio se presentan en las estaciones del sector dos, donde el valor máximo encontrado fue para la estación F (98891 indv/cm2) y la menor abundancia registrada para la estación B (76 indv/cm2) en el mes de mayo. La heterogeneidad en el sistema en composición y abundancia es muy alta.


  En el análisis de ordenación de las muestras el valor de stress obtenido (0.22, 478 reiteraciones), se encuentra dentro de un intervalo de 0.2-0.3 indicando una no muy buena representación, que puede deberse al elevado número de muestras; al aumentar las dimensiones (3d) el estrés disminuye (0.16, 489 reiteraciones) siendo útil, pero una mayor dimensionalidad no añade información adicional. En este caso, el análisis de similitudes (ANOSIM) corresponde a lo mostrado en el análisis de ordenación (N-MDS).


  Las abundancias y composición (indv/cm2) de las especies encontradas, muestran diferencias estadísticamente significativas entre las estaciones que se encuentran en los sectores uno y dos del humedal (ANOSIM, test global, R= 0.207, P <0.05), Tabla 3. Los valores de R cercanos a cero indican que existe una mínima segregación de los grupos. A escala temporal las muestras recolectadas no mostraron diferencias estadísticamente significativas entre los meses (ANOSIM, test global, R=0.079, P>0.05). En la prueba pareada entre estos, las abundancias no fueron significativamente diferentes para ninguna de las comparaciones posibles (ANOSIM, P>0.002), Tabla 4. No obstante, los valores negativos para R en las pruebas pareadas señalan que existen diferencias dentro de los meses, debido a la variabilidad que existe entre las estaciones de cada sector. En el dendrograma de asociación Figura 3, a pesar del agrupamiento entre sectores, se muestra que la formación de grupos definidos por similitud entre los valores de abundancia es muy baja del 20 y 50 %, correspondiendo en la mayoría de los casos, a las muestras de una determinada estación en los diferentes meses de muestreo.


  Las mayores abundancias en cuanto a los meses estudiados pueden estar presentándose en los meses de abril y mayo con promedios de 26007 y 20693 indv/cm2respectivamente, pero solo debido a algunas estacionesdel sector dos para estos meses, no de una forma general para todo el sistema, estos corresponden a la época de menor cantidad de lluvias.


  Tabla 5. Resultados de SIMPER-Contribución de especies a la disimilitud entre las estaciones del sector uno y dos.
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  Tabla 6. Resultados de SIMPER-Contribución de especies a la similitud de las estaciones del sector dos


  [image: ]


  Tabla 7. Resultados de SIMPER-Contribución de especies a la similitud de las estaciones en el sector uno.
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  Figura 3. Dendograma de asociación entre las abundancias de las microalgasperifíticas encontradas durante el estudio señalando el agrupamiento entre zonas. La inicial que precede a la estación corresponde al mes de muestreo.


  En febrero y marzo meses demayor sequía y, pluviosidad moderada respectivamente, se registraron las abundancias promedio más bajas, pero este patrón se presenta solo para las estaciones A, E y G.


  La estación que registró las mayores abundancias a lo largo de todo el estudio fue la F (sector dos) con un promedio de 52477 indv/cm2 y para la cual el grupo más representativo fueron las euglenófitas que explica que se distingan como grupo más abundante. La estación con lamenor abundancia promedio fue la C (sector uno) con 516 indv/cm2.


  Tabla 8. Valores de diversidad (índice de Shannon-Weaver) de microalgasperifíticas para cada una de las estaciones durante todo el estudio en el Humedal de Jaboque.
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  Tabla 9. Resultados prueba ANOVA (una vía) para las diversidades de Shannon
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  En relación con las diferencias encontradas entre las estaciones que pertenecen al sector uno y dos, las especies que contribuyen al 82.49% de disimilitud son las mismas que contribuyen a la baja similitud entre las estaciones que corresponden a cada uno de los sectores y a la marcada diferencia entre las abundancias. Es decir, a pesar de presentarse mayor homogeneidad en la composición de la estaciones del sector uno, la heterogeneidad en el sistema es muy alta, Tabla 5. Las especies con un 50% de contribución al bajo promedio de similitud (18,77%) entre las estaciones del sector dos son: Lepocinclissp, Trachelomonas hispida (Perty) Steinemend., Euglena sp5, Nizschiasp y Naviculasp1 , Tabla 6. Para las estaciones del sector uno con un promedio de similitud de 28,72% figuran Nizschiasp,Lepocinclissp., y Oscillatoriasp, Tabla 7.


  Las especies más abundantes, aunque en diferentes proporciones para todas las estaciones y que excedieron los 1000 indv/cm2 en el sector dos fueron: Phacusspque fue característica y una de las especies dominantes en la estación F, Trachelomonas hispida, Gomphosphaeriasp, Merismopediasp, Lepocinclisspy Nizschiasp, Tabla 5. Para las estaciones del sector uno se puede observar que las abundancias promedio de las especies encontradas estuvieron muy por debajo de las halladas en las estaciones del sector dos, las más abundantes por encima de 100 indv/cm2fueron: Nizschiasp, Lepocinclisspy Nizschia sp1,Tabla 7.


  La asociación entre especies en cada una de la estaciones es muy baja, por la dominancia o codominanciade algunas, pero las que permiten que exista alguna similitud entre las estaciones que pertenecen a cada uno de los sectores se pueden asignar como especies indicadoras o características dentro de estos, con mejor adaptación a las condiciones análogas que puedan estar ocasionándose, en este caso, para un conjunto de estaciones o sector del humedal pudiendo identificar más fácilmente las variables que están determinando su estado.


  De igual forma, las especies que se mantuvieron mas o menos constantes a escala temporal para cadauna de las estaciones fueron: Lepocinclissp(A, B,D y F), Navicula sp5 (A), Navicula sp4 (A, B, C) Nizschiasp(A), Synedraulna(A, B, D y F ), Gomphosphaeriasp(C), Naviculasp. (C y E), PhacuscurvicaudaSwirenko (D), Trachelomonashispida (E Y G), Euglenasp(E y F), Choroomonasp(E), Phacussp.(F) Phacuslongicauda (Ehrenb.) Dujard., (F), Euglena fusca (Klebs) Lemmermann(F) Chlamydomonassp(F), Navicula sp1 (F) y Oscillatoriasp(G). Aunque se presentaron especies comunes entre las estaciones de ambos sectores, la disimilitud tan alta entre muestras es debida a las diferencias en los valores de abundancia, en general, la preponderancia fue la presencia de especies raras.


  La diversidad hallada para todo el sistema durante el periodo de estudio osciló alrededor de 1.36 + 0.50 bits de información. Se encontró un valor mínimo de 0.17 para la estación G en Abril y un valor máximo de 2.56 para la estación F en Marzo. Los valores promedio más altos en diversidad se registraron en Marzo con un valor de 1.72 y en Abril de 1.49. Las estaciones con la mayor y menor diversidad promedio fueron la A y G, respectivamente, Tabla 8.


  Los valores de diversidad encontrados, no mostraron diferencias estadísticamente significativas entre todas las estaciones (ANOVA, P >0.05) y entre los meses de muestreo (ANOVA, P >0.05), Tabla 9.


  La diversidad se mantiene baja y fluctúa con la misma intensidad durante los meses estudiados para cada una de las estaciones.

  Las variables fisicoquímicas del agua no mostraron diferencias estadísticamente significativas a escala espacio-temporal (Kruskal-Wallis, P-valor = 0.9999 P>0.05). La correlación entre los datos abióticos y bióticos efectuada a partir del procedimiento BIOENV indica de forma general una correspondencia no muy alta entre las variables fisicoquímicas de la columna de agua y el comportamiento de las microalgasperifiticas.


  El coeficiente de correlación más alto entre las variables analizadas individualmente fue el obtenido para la DT (ñù=0.349). Otras variables que revelaron alguna relación fueron AT (ñù=0.261), C (ñù=0.180), pH (ñù=0.124), NT (ñù=0.115), NT (ñù=0.097) y T (ñù=0.051). La combinación de variables que mejor explica el comportamiento de los datos biológicos fue la conformada por las variables DT, NT y pH con un coeficiente de Correlación de Spearman de 0.378. Sucesión


  Durante el estudio del proceso de colonización de las microalgasperifíticas se registraron 50 especies. La representatividad de acuerdo al número total de especies encontradas fue la siguiente: diatomeas con el 38%, seguido de las euglenófitas con 32%, clorófitas y cianófitas con un 14% y por último las crisófitas con un 2%. En términos de densidad, el grupo más abundante fue nuevamente el de las euglenófitas con un 58.86% del total de individuos encontrados, seguido de las diatomeas con un 21.13%, cianófitas con un 11.32%, clorófitas con el 8.65% y por último las crisófitas con el 0.04% restante.


  La estación F durante el proceso de colonización registró el valor promedio máximo hasta la sexta semana de exposición de los sustratos de 40.495 indv/ cm2 y la estación B la más baja abundancia con un valor promedio de 6 indv/cm2. Estos resultados hacen más notoria la diferencia en cuanto a las densidades encontradas en las estaciones que corresponden al sector uno y dos del humedal.


  En términos de abundancia el proceso de colonización de las microalgasperifíticas mostró para todas las estaciones un comportamiento similar en cuanto al ciclo de crecimiento y decrecimiento en el número de individuos durante tres semanas. Sin embargo,difieren temporalmente y fueron más evidentespara las estaciones del sector dos, donde se registraron los valores más altos. Este ciclo comienza en la tercera semana para las estaciones G, F, D, B y A, Figura 4: g, f, d, b y a. Para la estación E se inicia a la segunda semana, con un posterior decrecimiento hasta la sexta y última semana de exposición de los sustratos, Figura 4 e.


  La estación C exhibe la misma tendencia a la estación anterior excepto que en el tiempo transcurrido entre la quinta y sexta semana los valores de abundancia se mantienen, Figura 4 c.
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  Figura 4. Variación de los valores de abundancia (indv/cm2) a la II, III, V y VI semana de exposición de los sustratos artificiales en cada unade las estaciones de muestreo .Estaciones: A (a,), B (b), C (c), D (d), E (e), F (f) y G (g).
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  Figura 5. Porcentajes de contribución de cada uno de los grupos de microalgas encontrados a la II, III, V y VI semana de exposición de lossustratos artificiales en cada una de las estaciones de muestreo. Estaciones: A (a,), B (b), C (c), D (d), E (e), F (f) y G (g).


  La contribución y sucesión de los grupos de microalgas durante el periodo de colonización fue muy diferente para cada una de las estaciones. En la estación A para la segunda semana de exposición de los sustratos, se evidenció que los grupos con mayores abundancias en la etapa de colonización eran las cianófitas y las diatomeas, estas últimas son las que predominaban en la segunda, tercera y sexta semana, Figura 5a. Para la estación B las diatomeas y las crisófitas fueron las más abundantes en la segunda semana, las primeras dominaron también en la tercera y quinta semana cuando empiezan a decrecer en la última semana de exposición de los sustratos y aparecen casi en la misma proporción a laseuglenófitas, Figura 5b. Para finalizar con las estaciones que corresponden al sector uno del humedal, en la C, las microalgas más representativas hasta la quinta semana fueron las cianófitas, para dar paso y dominar posteriormente las diatomeas en la sexta semana, Figura 5c.


  Respecto a las estaciones que pertenecen al sector dos en la D, el grupo de microalgas que coloniza con mayores abundancias y se mantiene hasta la última semana son las diatomeas, Figura 5d. En las estaciones E y G abunda el grupo de la cianófitas en la segunda semana decrece y predominan las euglenófitas y cianófitas respectivamente (tercera semana), finalizando la estación E con igual proporción de clorófitas, cianófitas y diatomeas, con un predominio total de estas últimas para la estación G, Figuras 5e y 5g.


  En la estación F el proceso de sucesión difiere notablemente respecto a la segunda semana de exposición de los sustratos, dominando las euglenófitas como se ha observado a lo largo de todo el estudio para esta estación hasta la quinta semana, cuando decrecen y se da un comportamiento inverso de las diatomeas hasta la sexta y última semana cuando son las más abundantes, Figura 5f. Las diatomeas están presentes en todas las estaciones en la segunda semana, y si bien decrecen o aumentan durante la tercera y quinta semana igualmente se mantienen en el último periodo de exposición de los sustratos.


  Los valores de diversidad obtenidos durante el periodo de exposición no exceden el valor de 2.5, la diversidad más alta fue de 2.23 para la estación E en la quinta semana, y la diversidad más baja registrada durante el estudio de colonización fue de 0.47 en la estación G. Las estaciones que mostraron mayores diversidades durante todo el periodo fueron la F y la A, con valores promedio de 1.82 y 1.81 respectivamente. Finalmente las semanas donde se hallaron mayores diversidades fueron la segunda y quinta semana con valores promedio de 1.47 y 1.49, respectivamente.



  Discusión


  Composición y abundancia


  Las algas perifíticas representan una de las comunidades con mayor variabilidad espacial en términos de biomasa y composición (30) y es frecuente encontrar que ninguna de la especies mantiene a lo largo del año un tamaño considerable de su población (31). Para el humedal de Jaboque se evidenció una alta heterogeneidad espacial, producto de sus características tróficas y factores físicos que afectan al sistema. El grupo de las diatomeas en mayor o menor proporción está presente a lo largo de todo el humedal, esto indica el proceso de eutrofización por el que atraviesa el sistema (32).


  Las variables fisicoquímicas del agua no mostraron diferencias estadísticamente significativas ni espacial ni temporalmente, esto ayuda a interpretar, en parte, la correlación tan baja obtenida en el BIOENV. La correspondencia más alta alcanzada entre los datos abióticos y bióticos fue para la combinación de variables de dureza total (mg/L), nitrógeno total (mg/L) y pH que según el coeficiente de Spearman explican aproximadamente un 38% de la elevada variabilidad espacial en la estructura de la comunidad perifítica, lo que indica que las condiciones en su mayoría tróficas son muy similares para todo el sistema, y que aunque inciden de forma parcial, existen otro tipo de variables que no fueron incluidas en el análisis y que explicarían el comportamiento de la comunidad. La incidencia de luz en la columna de agua y la hidrodinámica del sistema no fueron medidas directamente en este estudio. Sin embargo, durante el muestreo se observó que podrían estar determinando la variabilidad en los resultados obtenidos.


  Las estaciones que pertenecen al sector uno, por ejemplo, se encuentran caracterizadas en términos de composición y abundancia por el grupo de las diatomeas. Teniendo en cuenta que las condiciones tróficas no muestran diferencias significativas espacio-temporalmente sólo de forma particular para algunas estaciones, el ambiente físico y en menor medida la disponibilidad de los nutrientes determinan los bajos valores de abundancia encontrados, así como, la representatividad de este grupo en esta zona.


  El valor promedio de abundancia en este sector, finalmente fue de 774 indv/cm2, muy inferior para las condiciones tróficas que se presentan de forma general para todo el sistema en comparación con otros estudios. Donato et al. (7), encontraron para el sistema oligotrófico de la Laguna de Chingaza, valores de 400 indv/cm2 en las estaciones de menor abundancia y valores superiores a 1800 indv/cm2 en las estaciones de mayor abundancia de microalgasperifíticas. Roldán (5), registra con base en un estudio realizado por Moreno (1988), abundancias de 2989 indv/cm2 durante un periodo más largo de exposición de los sustratos (tres semanas) para un sistema oligotrófico. Por tal razón, los valores tan bajos hallados en este sector pueden ser debidos a que para el hábitat bentónico actúan otros factores como los físicos e hidrológicos (7, 31, 33-35). En el humedal, la reducción del espejo de agua debido al crecimiento de macrófitas acuáticas es muy alta y difiere espacialmente, en consecuencia también la cantidad de luz disponible.


  En otros estudios se ha observado que se producen cambios en la estructura de las comunidades de perifíton a medida que se pasa de zonas soleadas a zonas de sombra (5). Entre las estaciones estudiadas las que mayor cobertura de macrófitas acuáticas presentaron durante el estudio con excepción de la estación A, la cual está más influenciada por vegetación arbustiva, fueron las del sector uno, pudiendo explicar las bajas abundancias y la composición de la comunidad, convirtiéndose la luz en uno de los factores limitantes mas concluyentes. Las macrófitas dejan fuera de competencia por la luz al fitoplancton y al perifíton, por que forman densas capas que reducen o eliminan la entrada de luz a la columna de agua (36, 37). En este sentido también puede estarse presentando una competencia entre macrófitas, fitoplancton y perifíton por los nutrientes, minimizando la disponibilidad de estos (36, 38, 39) a pesar de encontrarse presentes como se mencionó anteriormente. La abundancia y biomasa de macrófitas acuáticas determinan la distribución y abundancia de las algas adheridas a los sustratos (37).


  Es importante anotar que la reducción del espejo de agua se incrementó durante el estudio para algunas de las estaciones y que además, se constituyó como una variable entre todas las estaciones muestreadas a lo largo del tiempo al igual que las fluctuaciones en el nivel y flujo del agua. Las diatomeas por ejemplo, aparentemente no son tan afectadas por las variaciones de luz (31), motivo por el cual se encuentran presentes en todo el sistema y con mayor representatividad en el sector uno, donde el espejo de agua se encuentra cubierto por una densa capa de macrófitas acuáticas.


  Por otro lado, el perifíton se desarrolla mejor en sustratos que le ofrezcan estabilidad y donde la acción de las corrientes es mínima (5). Este puede ser el caso del sector dos, donde a pesar de las fluctuaciones evidenciadas para todo el sistema en la columna de agua producto de las condiciones hidrológicas, la velocidad e intensidad del flujo es imperceptible.


  El flujo tiene una gran influencia sobre la densidad, cuando es débil las abundancias son mayores y viceversa (33). La fragmentación y adecuación de canales perimetrales en el sector dos ha causado un mayor estancamiento de las aguas. En relación a esto, las diatomeas desarrollan estrategias que les permite desarrollarse en condiciones inversas como se presentan en la zona menos intervenida.


  En condiciones de sequía o pluviosidad moderada en el sector uno se aprecia como el flujo de agua con una mayor o menor intensidad se dirige hacia el río Bogotá, pero, en época de lluvias cuando se incrementa su caudal las aguas desembocan en el humedal provocando un cambio en la dirección e intensidad del flujo de agua en el sector norte (sector uno).


  La prevalencia del grupo de las diatomeas a lo largo de todo el sistema, pese, a las diferencias en la disponibilidad de luz e hidrodinámica entre los sectores uno y dos es debida, a que se pueden encontrar en ambientes con sustratos burdos, fuertes gradientes y cambios, una extensa cobertura vegetal y baja conductividad, hasta ambientes con buenos sustratos, pequeños gradientes, gran conductancia, estables y poca cobertura vegetal (40). Cuando las áreas colonizables son más reducidas las especies son típicamenteperifíticas y las abundancias son más bajas (7) como sucede en el sector uno.


  En el sector dos; sin embargo, se presentan especies que normalmente no son propiamente perifíticas, como es el caso de las euglenófitas que se distribuyen entre el plancton y el bentos (41). Este grupo de microalgas bajo condiciones favorables puede desarrollarse en exceso (31), por lo cual, eventualmente pueden ocupar otros nichos (42), como se observó en la estación F y de forma general para el sector dos. En esta zona, la afluencia de materia orgánicaalóctona al sistema a partir de las conexiones erradas de los barrios aledaños puede favorecer el crecimiento de este grupo (32). En aguas enriquecidas con sustancias orgánicas aumentan proporcionalmente la cantidad de cianófitas y de flagelados (31).


  La ausencia de corrientes en el sector dos, como se mencionó anteriormente, y menor nivel de la columna de agua podrían estar contribuyendo a la mayor representatividad del grupo de las euglenófitas en esta zona. Las euglenófitas son más frecuentes en aguas estancadas y someras (43).


  Así mismo, los valores de abundancia obtenidos son bastante altos si se tiene en cuenta el estado trófico del humedal (29). La reoxigenación en este sector (33.6 %) es mayor que en la zona menos intervenida (5.5 %) debido a la estación F donde se presenta un porcentaje de saturación de oxigeno promedio de 119.75, en este sentido, la composición y crecimiento algal reflejado en los valores de densidad obtenidos interviene favorablemente.


  Las euglenófitas tienen una importancia ecológica primordial en aguas ricas en nutrientes y materia orgánica puesto que aportan oxigeno evitando condiciones anóxicas en ambientes con estas características permitiendo a su vez el crecimiento de bacterias aeróbicas que contribuyen a la depuración de las aguas (43). En la estación F (sector dos) durante la época de mayor sequía se evidenció el aporte de organismos de otras comunidades según Donato et al. (7) esto ocurre accidentalmente o para completar parte de su ciclo de vida. En la estación F los sustratos artificiales fueron ubicados en el límite entre el humedal y el canal perimetral donde la cantidad de sustratos disponibles se ha acrecentado con la introducción de elementos ajenos producto de la actividad antrópica; sumado a esto, la disminución de la columna de agua dadas las condiciones pluviométricas puede influir.


  Adicionalmente, el aporte de materia orgánica por la afluencia directa de las aguas residuales conducidas por el sistema de canalización cuando este se colmata, puede estar siendo significativa en el sector dos con una mayor incidencia para la estación F manifestándose en los altos valores de abundancia obtenidos y la composición de la comunidad perifítica. A escala temporal los valores de abundancia no mostraron patrones definidos, la inestabilidad mensual evidenciada para todo el sistema puede ser consecuencia de la alteración en la hidrodinámica producto de la fragmentación del humedal desencadenando el comportamiento aislado en cada una de las estaciones, por tal razón, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los meses de muestreo, pero si dentro de estos.


  En ambientes lénticos, con alta incidencia antrópica, se espera que en periodos lluviosos la carga de nutrientes aumente, pero sólo hasta la época seca se produzca un mayor crecimiento de algas debido a la descargas de origen antrópico, mayor concentración de nutrientes y menor turbiedad (12). En contraposición a esto, para el humedal de Jaboque con una estacionalidad tan marcada respecto al régimen de pluviosidad, las menores abundancias coinciden con los meses de febrero y marzo que corresponden al final de la época seca mayor y comienzos de la época lluviosa menor, respectivamente.


  Los meses de mayor abundancia para todo el sistema se presentaron en el periodo con menor lluvia. Esto corrobora aun más la inestabilidad hidrodinámica del sistema que no permite que exista un flujo normal del agua y que se evidencien patrones estacionales definidos. Sin embargo, el grupo de las euglenófitas presentó mayores abundancias en la época de mayor sequía para la estación F, posiblemente debido al menor flujo y disminución en la columna de agua que permitieron una mayor concentración de nutrientes.


  La diversidad para el sistema es extremadamente baja, hallándose valores inferiores a 2.5 y en algunos casos inferiores a 0.5 (bits de información). En relación al fitoplancton de aguas dulces, se ha encontrado que una diversidad muy por debajo de 1 es característica de los lagos muy eutróficos, hasta un máximo de 5 en lagos oligotróficos y distróficos (44). Los valores de diversidad oscilaron durante el periodo de estudio para cada una de las estaciones de muestreo conforme a lo hallado en los datos de composición y abundancia. Este comportamiento es característico de sistemas eutróficos e inestables (5).


  El predominio de especies raras y dominancia de unas pocas, incrementan la disimilitud entre estaciones, además de tener una correlación negativa con la diversidad, propia de ambientes con poca estabilidad (44). En otros estudios se ha observado que la riqueza taxonómica también se puede ver afectada por la fluctuación en los niveles y flujo del agua (45), la estabilidad hidrodinámica puede favorecer un diversidad alta (46). Cuando existe una alta intervención antrópica las áreas expuestas a esta, muestran variaciones definidas en los valores de abundancia de especies y estructura de la comunidad perifítica (7) promoviendo la aparición de nuevas especies y al mismo tiempo la sustitución de otras (45), como se ha observado para cada una de las estaciones y como consecuencia en los valores de diversidad.


  Respecto a los niveles de polución, Roldán (5) realiza una correlación entre los valores de diversidad (H’) y el estado de contaminación de las aguas, presentándose aguas muy contaminadas en sistemas con diversidades entre 0.0-0.5 y medianamente contaminadas entre 0.5 y 3.0, correspondiendo estas categorías a los bajos valores de diversidad encontrados en el humedal.


  Sucesión


  En cuanto a los procesos de colonización observados, excepto para la estación F, los grupos más abundantes o que se encuentran siempre presentes en la segunda semana de exposición de los sustratos fueron lascianófitas y las diatomeas. Al llegar la sexta semana, estas últimas son las que dominan en abundancia pudiendo ser las primeras en establecerse (7, 44). Moreira (1988) en un estudio realizado para evaluar la productividad en un embalse y utilizando como sustratos artificiales el polietileno, encontró que las clorófitas, cianófitas y diatomeas fueron los grupos predominantes correspondiendo a un mayor porcentaje de las diatomeas (5). Las clorófitas requieren una buena cantidad de luz para su desarrollo (5) y en este caso, este es un factor limitante; por esto, no fueron muy representativas en la mayoría de estaciones, pero si aparecen con las euglenófitas como las más abundantes para la estación F, donde el cuerpo de agua se mantuvo despejado de vegetación emergente durante todo el estudio favoreciendo la entrada de luz y como consecuencia el crecimiento de la comunidad perifítica, además de la entrada adicional de materia orgánicaalóctona como se discutió inicialmente.


  Respecto a los valores de abundancia encontrados para las estaciones G, F, B y A, los más altos se presentaron durante la segunda semana de exposición de los sustratos, a diferencia de las estaciones restantes, donde los mayores valores de abundancia se registraron en la tercera semana para la estaciones C y E y quinta semana para la estación D. Los valores máximos podrían estar marcando la etapa final de un ciclo de sucesión, comenzando con anterioridad para las estaciones G, F, B y A, seguido de C y E y por último para la estación D.


  Las estaciones ubicadas en las zonas norte y sur del humedal estarían experimentando ciclos de sucesión más rápidos a diferencia de la estación D que muestra un proceso de colonización más lento que podría ser debido a una mayor inestabilidad en el sistema que se aprecia en la heterogeneidad más alta obtenida entre todas las muestras.


  El crecimiento y decrecimiento de los individuos se ocasiona durante un periodo de tres semanas en todas las estaciones independientemente de la semana en que ocurra, esto puede de ser debido a la misma área de colonización expuesta y el tipo de sustrato. El decrecimiento sucede cuando el espacio colonizable disminuye por efecto de la densidad poblacional, actuando también como regulador de la diversidad (7) para disminuir abruptamente por competencia por la luz, nutrientes u otras sustancias (44) y comenzar un nuevo ciclo.


  Los valores de diversidad no se mantuvieron constantes durante el periodo de exposición de los sustratos, esto se debe a que resultan de la compensación de variaciones ambientales inversas (41), llegan muchas microalgas diferentes pero solo las mejor adaptadas a las características fisicoquímicas son las que prosperan (13), cada especie tiene un rango de tolerancia ambiental y preferencias (24). En este caso, de forma general las más adaptadas a las condiciones dadas en el humedal son las diatomeas. Para la mayoría de las estaciones los valores máximos de diversidad corresponden a las abundancias más altas registradas. Según Biggs y Smith (46) en las etapas tempranas de colonización la diversidad es más alta declinando a medida que progresa la sucesión (47, 44) del mismo modo que la abundancia. Esto no sucede en las estaciones en la que la dominancia y codominancia de algunas especies es más fuerte como ocurre para las estaciones del sector dos debido a que las condiciones son mucho más favorables para unas especies que para otras.


  Por lo anterior se puede concluir que el humedal de Jaboque se encuentra en un proceso de eutrofización, donde la entrada de materia orgánica alóctona, evidenciada por la composición y abundancia de la comunidad perifítica, es más elevada en la zona de mayor urbanización del humedal, en parte, por las conexiones erradas que provienen de los barrios que colindan con el sistema y conducen las aguas servidas hacia este sector. En este sentido, es indispensable identificar estas conexiones debido a que están ingresando las aguas residuales sin previo tratamiento al humedal, siendo perjudiciales en términos ecológicos y sanitarios.


  La heterogeneidad en composición y abundancia de microalgasperifíticas es muy alta en todo el humedal debido a la interacción de las condiciones tróficas y físicas que están estructurando la comunidad. La incidencia de luz en la columna de agua y condiciones hidrológicas en función de la hidrodinámica del sistema están determinando el comportamiento de la comunidad perifítica. En este sentido, la fragmentación del sector sur oriental del humedal como consecuencia de la urbanización en el área y el crecimiento anómalo de macrófitas acuáticas están causando la mayor inestabilidad que se ha visto reflejada en la variabilidad de la composición, abundancia, diversidad y procesos deconolización de microalgasperifíticas.
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  Resumen


  Las intoxicaciones alimentarías son un problema de salud pública, ya que estas se presentan en cualquier tipo de población aumentando la prevalencia en personas inmunosuprimidas, mujeres embarazadas y personas de edad avanzada. Según los datos obtenidos, el 80% de las muestras positivas para Listeria spp presentaron Listeria monocytogenes y el 20% Listeria innocua, indicando una prevalencia de la especie patógena para los humanos, aumentando el riesgo en la población de padecer enfermedades gastrointestinales y/o sistémicas especialmente en ancianos, personas inmunosuprimidas, mujeres embarazadas y niños. De la misma forma, se determinó que el 100% de los quesos presentaban alguna contaminación microbiana. Se recolectó información acerca de los procesos de elaboración y de almacenamiento de los quesos, igualmente se observó la forma de manipulación de los alimentos en los puntos de venta.


  Palabras claves: enfermedades gastrointestinales, intoxicación alimentaria, Listeria monocytogenes, Listeria inoccua, mastitis.


  Abstract


  Food poisoning is a public health problem, because it can show up in any population being more prevalent in people whose immune system is compromised, pregnant women, and the elderly. According to the obtained data, 80% of the positive results for Listeria spp showed Listeria monocytogenes and 20% presented Listeria innocua. This indicates a prevalence of the pathogenic species for humans, thus augmenting the risk for people to suffer from gastrointestinal and/or systemic disease especially in the population mentioned above. In the same way, it was determined that 100% of the cheese showed some microbial contamination. Information about the cheese elaboration and storing processes was collected and, in the same way, the manner food was handled in stores was observed.


  Key words: food poisoning, gastrointestinal disseases, Listeria monocytogenes, Listeria innocua, mastitis.


  Introducción


  Las infecciones alimentarías son un tema de preocupación mundial en salud pública, estas infecciones han sido producidas por diferentes microorganismos algunos con gran incidencia: Escherichia coli, Salmonella s.p. Vibrio cólera, Listeria monocytogenes, entre otras presentes en una gran variedad de alimentos de consumo diario (1-14). Listeria monocytogenes es una bacteria que se caracteriza por ser un cocobacilo Gram positivo intracelular, distribuido ampliamente en la naturaleza en el agua, suelo, vegetación y en desperdicios animales. También se ha observado que animales domésticos y mamíferos salvajes pueden ser el reservorio de este microorganismo (9-12).


  La bacteria ha sido aislada de diversos alimentos, especialmente de productos crudos como carnes, leche y todos los derivados lácteos elaborados con leches no pasteurizadas. Listeria puede formar parte de la flora microbiana de la ubre de la vaca y muchas veces se encuentra produciendo mastitis, ya sea clínica o subclínica, lo cual ocasiona la contaminación de la leche (4,7).


  Listeria monocytogenes es una bacteria patógena que resiste a diferentes condiciones ambientales, como pH bajo, altas concentraciones de sal y especialmente tiene la capacidad de sobrevivir a temperaturas de refrigeración (2-4 ºC). Todas estas propiedades favorecen la contaminación de los alimentos desde su elaboración, distribución, almacenamiento, comercialización hasta su consumo (7,11, 13).


  Después de la ingestión de Listeria monocytogenes, comienza un proceso invasivo, el microorganismo penetra las células intestinales hasta llegar al torrente sanguíneo para finalmente causar meningoencefalitis y septicemias. La enfermedad producida por este microorganismo es conocida como listeriosis y la población que se ve más afectada son los ancianos, personas inmunosuprimidas y mujeres embarazadas, causando afecciones en el recién nacido y llegando a producir abortos (2,13).


  Los métodos para el análisis de los alimentos en busca del microorganismo son diversos en Colombia, los más utilizados son las pruebas microbiológicas, las cuales son bastante largas y requieren suficiente tiempo para la emisión del resultado. Son pocas las empresas que realizan pruebas especificas y de alta confiabilidad como lo son las pruebas de biología molecular como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (6,12).


  Estudios realizados en Colombia muestran que un producto que se puede encontrar frecuentemente contaminado es el queso artesanal, debido a que muchas veces éste es elaborado con leches crudas que contienen el microorganismo. El queso, gracias a todos sus componentes nutricionales, hace que este sea un perfecto medio de cultivo para el crecimiento de Listeria, inclusive estando en condiciones de refrigeración (1-3).


  En Caqueza, Cundinamarca, la mayoría de quesos que se comercializan son de tipo artesanal, la forma de expendio de este producto no es la más adecuada, y junto con la presencia de un clima templado favorecen el crecimiento del microorganismo en el producto; consecuentemente existe la posibilidad de que se afecte el consumidor; por consiguiente, el objetivo del presente estudio fué determinar la presencia de Listeria monocytogenes en quesos artesanales que se comercializan en la plaza de mercado de Caqueza, Cundinamarca; con el fin de sugerir medidas de control que eviten la contaminación del producto.


  Materiales y métodos


  Se realizó un estudio de tipo analítico, transversal durante el mes de agosto de 2006, donde se estudió la presencia de Listeria monocytogenes en quesos frescos artesanales comercializados en la plazas de mercado de Caqueza, Cundinamarca.


  La población accesible fueron los quesos blancos elaborados artesanalmente que son expendidos en la plaza de mercado de Cáqueza, Cundinamarca, de los cuales, mediante muestreo aleatorio simple, se seleccionaron 30 quesos.


  [image: ]


  Figura 1. Presencia de microorganismos en las muestras de queso artesanal proveniente de la plaza de mercado de Caqueza- Cundinamarca.


  Para el aislamiento y la detección cualitativa de Listeria spp, se utilizó el método horizontal para el aislamiento de Listeria monocytogenes, establecido por la Secretaria Distrital de Salud: enriquecimiento selectivo primario: Listeria spp. (LEB), aislamiento selectivo: Agar Oxford y Agar Palcam, purificación: Agar Tripticasa Soya Extracto de Levadura (TSAYE), identificación Pruebas bioquímicas y fisiológicas, confirmación con BBL Cristal.


  Resultados


  Los resultados de este estudio demuestran la presencia de Listeria spp. en el 16.7% de los quesos analizados y el hallazgo de diferentes microorganismos como levaduras y otras bacterias en el 100% de las muestras, Figura 1. En el estudio realizado por la Secretaria Distrital de Salud durante el año 2002 se determinó una frecuencia de L. monocytogenes en quesos del 5.2%. frecuencia relativamente baja comparada con la encontrada en el presente estudio (13.3%). Según los datos obtenidos, el 80% de las muestras positivas para Listeria spp presentaron Listeria monocytogenes y el 20% Listeria innocua, indicando una prevalencia de la especie patógena para los humanos, aumentando el riesgo en la población de padecer enfermedades gastrointestinales y/o sistémicas especialmente en ancianos, personas inmunosuprimidas, mujeres embarazadas y recién nacidos.


  Discusión


  En el presente estudio se determinó la presencia de Listeria spp. en el 16.7% de la muestra estudiada y de este porcentaje el 80% correspondía a Listeria monocytogenes. Adicionalmente todos los quesos presentaron algún tipo de contaminación microbiana.

  

  La presencia de microorganismos en los alimentos se debe a malas condiciones higiénico-sanitarias de manejo del producto desde su elaboración hasta su comercialización. En el caso estudiado, en el 100% de los establecimientos muestreados se observó la utilización de leche cruda para la elaboración del producto, ausencia de sistemas de refrigeración, manejo inadecuado de basuras, presencia de artrópodos y perros en la zona, deficiencias en la forma de conservación del queso, se utilizan hojas de plátano sin que estas reciban ningún tratamiento desinfectante, utilización de canecas contaminadas, etc.


  Los resultados obtenidos muestran la urgencia de implementar medidas de control que permitan disminuir la contaminación de los quesos y por consiguiente del riesgo para los consumidores. De esta forma es urgente y prioritario capacitar a los expendedores de quesos en las plazas de Mercado del país para que ellos puedan ofrecer un producto de calidad, que ofrezca seguridad al consumidor. Llama la atención que existan estudios previos donde se informe alta contaminación microbiana de productos lácteos en estos expendios sin que se hayan tomado las medidas pertinentes y/o éstas no hayan sido efectivas.
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  Resumen


  Los transplantes de órganos han sido una herramienta del área clínica para la búsqueda del mejoramiento de la calidad en la salud humana e igualmente brinda al paciente una nueva oportunidad de vida. Esta solución se ha visto obstaculizada por el déficit de órganos suficientes ya que para su obtención se han encontrado grandes dificultades, dentro de las cuales se pueden nombrar la negativa de las familias, los costos, la demora en la captación del órgano, la falta de infraestructura logística que permita realizarlo en un tiempo óptimo, las fallas en el transporte del órgano poniendo en riesgo el éxito del transplante, entre otras.


  Por todo lo anterior y teniendo en cuenta el posible rechazo a causa de la compatibilidad de los complejos reconocedores de antígeno entre donante y receptor, se ha fijado la mirada en órganos de animales denominados xenogénicos que puedan suplir esta problemática y nos permita tener una alternativa fácil de obtención de órganos para las personas que así lo requieran. Esta publicación tiene como objeto realizar una revisión amplia de las temáticas relacionadas con el transplante, con el fin de analizar desde el punto de vista molecular e inmunológico las ventajas y desventajas de un transplante xenogénico.


  Palabras claves: alogénico, complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), histocompatibilidad, linfocitos T, polimorfismo, xenotransplante.


  Abstract


  Organ transplants have been a clinical area tool for the search of the improvement of the quality in the human health and it also offers the patient a new opportunity of life. This solution has been blocked by the deficit of enough organs. To obtain them there have been big difficulties like the negative of the families, the costs, the delay in the reception of the organ, the lack of logistical infrastructure that allows to carry it in a timely fashion, the flaws in the transport of the organ risking the success of the transplant, among others.

  

  For all the above and keeping in mind the possible rejection because of the compatibility of the complex antigen to recognize among donor and receiver, the scientists have looked at organs of animals denominated xenogenics that can solve this problem and it will allow us to have an alternative for the easy obtaining of organs for people that require it. This publication tries to carry out a wide revision of the contents of the transplant with the purpose of analyzing the advantages and disadvantages of a xenogenic transplant from the molecular and immunologic point of view.


  Key words: allogeneic, histocompatibility, major histocompatibility complex (MHC), polymorphism, Tlymphocytes, xenotransplantation.


  Introducción


  El transplante de órganos ha sido una herramienta importante en las últimas décadas que permite a los pacientes con enfermedades terminales, tener una oportunidad de vida al recibir un órgano. Aunque se ha buscado la forma de atraer donadores potenciales, no ha sido suficiente ya que diariamente las listas de espera se incrementan y los donadores no son suficientes para suplir la falta de órganos, por lo que sólo un pequeño porcentaje de pacientes se pueden ver beneficiados (1-3).


  El transplante es el proceso que implica tomar órganos o células de tejidos de un individuo llamado donador e implantarlas en otro compatible con él, denominado receptor. Los injertos pueden ser del mismo individuo (autógenico), otro de la misma especie (alogénico) o de diferente especie (xenogénico). El problema que se presenta frecuentemente entre donante y receptor es la activación de la respuesta inmune contra los órganos implantados, desencadenando una reacción inflamatoria conocida como rechazo (4-6).


  Este rechazo se debe a reacciones del sistema inmune, el cual tiene como función proteger al organismo de sustancias potencialmente nocivas, así como detectar la presencia de sangre o tejido extraño en el cuerpo para desencadenar este proceso. Este fenómeno se debe al reconocimiento de antígenos presentes en las células o tejidos denominadas moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) (6-9).


  Otra problemática a la que se ven enfrentados los pacientes es la baja tasa de obtención de órganos humanos, a lo que se le suma los costos del proceso, motivo por el cual estas personas no tienen acceso a una cirugía de este tipo o al tratamiento con inmunosupresores, quedándole como alternativa seguir viviendo con su enfermedad sin un órgano nuevo, sujetos, en algunos casos, a maquinas que les supla sus funciones vitales. En búsqueda de una solución, los científicos han contemplado la posibilidad de usar órganos de animales para abastecer esta falta a menor costo (2,4).


  El proceso que implica la utilización de órganos animales se denomina xenotransplante. En los Estados Unidos de América se han trasplantado órganos de primate babuino (hígados, corazones y riñones) al hombre, observandose una supervivencia de hasta 70 días en los receptores. Inicialmente se escogió esta especie por que los humanos y los primates son especies bastante emparentadas filogenéticamente; sin embargo, existe una limitante ya que estos animales están protegidos por los diversos entes gubernamentales.


  Como segunda opción se ha tomado a los cerdos, ya que es un animal de fácil reproducción, no están en vía de extinción, sus órganos, por su forma y tamaño, son muy similares a los humanos, e implica menos inconvenientes éticos en su utilización como donadores de órganos (10). Por todo lo anterior, el objetivo de esta revisión es analizar las ventajas y desventajas del uso de órganos provenientes del cerdo como solución a la escasez de órganos para transplante humano, lo que permitirá, posiblemente en un futuro, facilitar estrategias de mejoramiento de la salud humana.


  Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) es una región multigénica altamente polimorfica. Sus genes, ubicados en el brazo corto del cromosoma 6, están estrechamente unidos y se heredan en bloque denominado haplotipo. Las moléculas que codifica el CMH son proteínas que actúan como receptores, se encuentran en las membranas de las células de nuestro organismo, son la parte fundamental de la respuesta inmunitaria en el reconocimiento de proteínas antigénicas y en el humano se denomina a este sistema HLA (Human leukocyte antigen) (4,11-14), Figura 1.
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  Figura. 1 Distribución de los genes del sistema HLA Clase I, II y III


  Moléculas de Histocompatibilidad Clase I


  Las moléculas Clase I están codificadas por los genes HLA, A, B, C, E, F, G, H, J y se encuentran constituidas por dos cadenas polipeptídicas unidas no covalentemente; una cadena á o pesada codificada por los genes del CMH y una cadena ß-2 microglobulina o cadena liviana codificada por el cromosoma 15, Figura 2. La ß-2 microglobulina interactúa de forma no covalente con el segmento á-3 de la cadena pesada. De esta manera, la molécula de clase I se puede ensamblar en un heterodimero á-ß-2 microglobulina. Una característica de estas moléculas es su polimorfismo, el cual está ubicado en los dominios á1 y á2 de las moléculas Clase I.


  Estas moléculas son sintetizadas y expresadas en la membrana de toda célula nucleada y son responsables de presentar antígenos endógenos (virus, antígenos tumorales, entre otros) para desencadenar respuesta inmune (15,16).


  Moléculas de Histocompatibilidad Clase II


  Las moléculas Clase II se encuentran sobre la membrana de algunas células especializadas como los macrófagos, células dendríticas, células de Lanherhans linfocitos B, linfocitos T ayudadores y espermatozoides. Están compuestas por dos cadenas unidas también de modo no covalente; la cadena alfa y beta son sintetizadas por el CMH, Figura 3. El polimorfismo encontrado en las moléculas de clase II están ubicados alrededor de los segmentos á1 y ß1, pero donde hay mayor predominancia es en el ß1. Estas moléculas tienen a cargo la presentación de antígenos exógenos (bacterias, hongos, parásitos, etc) a los linfocitos T CD4+ o LT ayudador implicado en la respuesta inmune. Los genes que codifican las síntesis de moléculas Clase II son HLA D, DR, DO, DP, DQ, DM, DN, DZ (6, 9, 18-19).
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  Figura 2. Moléculas Clase I: la cadena á posee tres segmentos en el extremo N-terminal: á1 y á2, que interactúan separados por un segmento en la lámina plegada ß para formar el sitio de unión al péptido. Este espacio creado es lo suficientemente grande para que se adhieran péptidos entre 8 a 11 aminoácidos. El tercer segmento á3 se pliega para formar un dominio tipo Ig, este segmento contiene un bucle que sirve de unión a la molécula CD8 (15,17).
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  Figura 3. Molécula clase II: Ambas cadenas alfa y beta poseen en su extremo N-terminal segmentos á1, á2 y á1, á2. Los sitios de unión al antígeno se encuentran entre los segmentos á1 y á1, a través de un espacio originado de dos cadenas polipeptídicas distintas que son mayores que el formado por los segmentos á1 y á2 del MHC I, permitiendo el procesamiento antigénico de 10 residuos en adelante (17).


  La expresión del CMH sobre las membranas celulares depende directamente del estímulo recibido por citoquinas como el interferón (INF) á, ß y ã, así como de la función de proteínas chaperonas como la ß2–microglobulina, proteína TAP, entre otras. Por otro lado, la expresión de las moléculas del CMH en las células dendríticas está determinada durante el proceso de maduración y sobre los Linfocitos B, en donde las moléculas del CMH se expresan de manera constitutiva (9, 20, 21).


  Funciones del CMH


  Estas moléculas son necesarias para el reconocimiento inmunitario por parte de los linfocitos T, los cuales reconocen el antígeno para desencadenar respuesta inmune, siempre y cuando sean presentados por las moléculas del CMH. Las diversas clases del CMH originan la restricción de diversas clases de linfocitos T, es decir, los linfocitos T tienen en su superficie receptores CD8 que reconocen antígenos que son presentados por las moléculas Clase I, mientras que aquellos con receptores CD4 están restringidos por moléculas CMH Clase II (22, 23, 24).


  El procesamiento del antígeno por parte del CMH I consta de varias etapas:


  _ Producción de proteínas en el citosol.

  _ Degradación proteolítica de proteínas citosólicas.

  _ Transporte de péptidos desde el citosol al retículo endoplásmico por TAP 1 y 2.

  _ Ensamblaje de complejos péptido-molécula de clase I en el retículo endoplásmico.

  _ Expresión de complejos péptido-molécula clase I en la superficie celular (17, 24, 25).


  En el caso de los antígenos exógenos (bacterias, parásitos, hongos, etc) se requiere que sean fagocitados o endocitados para que el sistema reconozca las estructuras antigénicas del agente agresor (péptidos) y sean presentadas por medio de las moléculas Clase II a los linfocitos T CD4, y así desencadenar la respuesta inmune (16,21,23).


  El procesamiento del antígeno en el CMH-II consta de:


  _ Captación de las proteínas extracelulares y envolvimiento por los endosomas en la CPA.

  _ Internalización de la proteína en el complejo endosoma-lisosoma.

  _ Biosíntesis y transporte de las moléculas CMHII a los endosomas.

  _ Asociación y procesamiento del péptido con la molécula del CMH-II en la vesícula.

  _ Expresión del complejo péptido-CMH-II para la presentación antigénica (17).


  Otra de las funciones que cumple el CMH es el reconocimiento de lo propio, ya que ayuda a mantener la identidad del individuo al reconocer moléculas que no sean parte de su constitución fenotípica y genotípica, lo que permite inducir y regular la respuesta celular, siendo fundamental para el carácter genético y la diferencia, ya sea igual o de diferente especie. De este modo las especies animales también poseen CMH como sistema de reconocimiento Ej: en el ratón se le conoce como H2, en el perro Hd, en los bovinos BoLA, en el caballo como ELA, en las cabras como CLA, en las aves el CMH y se divide en dos clases RFP-Y y B (8,26).


  CMH en cerdos


  El CMH en el cerdo se conoce como SLA (Swine Leukocyte Antigen) y en la actualidad se ha estudiado de manera comparativa con el HLA, ya que los órganos de estas dos especies cuentan con características similares como su estructura morfofisiologica y funcional, que hacen de esta especie un donador potencial en órganos xenogénicos para el ser humano (5,8,27).


  Los genes del SLA se encuentran localizados en el cromosoma 7 con alrededor de 70 genes ya caracterizados, los cuales codifican la síntesis de proteínas integradas en la membrana celular. Los genes de la clase I y III se localizan en el brazo corto mientras que los genes clase II se localizan en el brazo largo del mismo cromosoma. La región de las moléculas Clase I contienen en su interior doce genes, de los cuales 4 son funcionales; los genes tipo II codifican para las moléculas Clase II y los genes clase III codifican para factores de complemento, situación que es similar en el humano (27, 28).


  A nivel molecular, en relación a los antígenos de histocompatibilidad, se pueden encontrar semejanzas y diferencias las cuales favorecen en alguna medida la posibilidad de transplantar órganos de cerdo a hombre. De acuerdo con la Tabla 1, el funcionamiento de estas moléculas es semejante entre cerdo y humano como en el caso de la presentación de antígenos función que se encuentran involucrados en la activación de la respuesta inmune principal causante del rechazo de órganos (3).


  Los mecanismos de rechazo de órganos entre individuos de una misma o diferente especie son causados por la activación de linfocitos T, los cuales reconocen las moléculas de histocompatibilidad. Este reconocimiento puede ser directo cuando interactúa con el antígeno del aloinjerto o indirecta a través de las células presentadoras de antígeno de un modo más restringido. Una vez los linfocitos están activos, estos provocan destrucción del tejido a través de un efecto citotóxico por los Linfocitos T CD8+, la producción de citoquinas proinflamatorias o la producción de anticuerpos a partir de los linfocitos B (29).


  El rechazo al órgano transplantado puede ser de tres tipos:

  _ Rechazo hiperagudo: se caracteriza por una oclusión trombótica en las vías sanguíneas del injerto que comienza a los pocos minutos u horas al restablecer el flujo sanguíneo entre el injerto y el receptor. La reacción está mediada por anticuerpos preexistentes y la acción del complemento que ocasiona lesiones endoteliales seguido de la activación de la cascada de coagulación.


  Tabla 1. Cuadro comparativo entre el sistema de Histocompatibildad de humano (HLA) y cerdo (SLA).
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  _ Rechazo agudo: se presenta semanas después del restablecimiento del flujo sanguíneo. Esta reacción es mediada por linfocitos T y B activos, produciendo daño parenquimatoso y vascular en el injerto. Esta respuesta está dada por la inmunidad adaptativa, la cual da inicio a los mecanismos efectores para el rechazo.


  _ Rechazo crónico: se da en un periodo prolongado de tiempo, que generalmente son años después del la cirugía. Se caracteriza por fibrosis y alteraciones vasculares causadas por reacciones inmunitarias y la síntesis de citoquinas que estimulan los fibroblastos para rechazar el órgano (5, 6, 9, 29, 30).


  Se ha observado que en los xenotransplantes entre cerdo y humano el tipo de rechazo que se presenta con más frecuencia es el hiperagudo, situación que sigue en investigación con miras a solucionar esta problemática. Es de anotar la importancia que tienen los órganos de cerdo, que como se mencionó anteriormente, son compatibles tanto en forma como en funcionalidad y es la situación más viable para la falta de órganos por su fácil obtención (30, 31).


  Xenotransplante


  Es el proceso que involucra el transplante de un órgano, células o tejidos que provienen de un animal a humano, las cuales son morfofisiologícamente compatibles, en donde el cerdo es el candidato ideal. El xenotransplante ha sido la nueva alternativa en la medicina, ya que actualmente la cantidad de órganos de donantes humanos para los transplantes no es suficiente para cubrir la cantidad de pacientes en listas de espera que lo requieren (31-36).


  De acuerdo al tipo de rechazo los xenotransplantes se clasifican en concordantes y discordantes. En los modelos discordantes, la presencia antes del trasplante de anticuerpos naturales o preformados en el receptor contra el donante provoca un rechazo hiperagudo.


  Por el contrario, en los modelos concordantes, los anticuerpos se generan tras la exposición a los antígenos del xenoinjerto, produciéndose el rechazo varios días después del trasplante (20, 34). El rechazo del órgano entre cerdo y humano se presenta por una reacción determinada por un glicopéptido denominado Gal-ü-1,3Gal, que se expresa en células porcinas y es responsable de activar la respuesta inmune innata y específica en donde los anticuerpos naturales xenogénicos, son los responsables del rechazo de tipo hiperagudo (29,37,38).


  Como estrategia para disminuir el rechazo del órgano se ha estudiado la posibilidad de intervenir en la no expresión del Gal ü 1,3-Gal por medio de enzimas que puedan interferir en la expresión de este (37,38).


  Historia del Xenotransplante


  El desarrollo histórico data del siglo XVII, cuando se realizó el intento de reparar un traumatismo craneal de un aristócrata ruso a través del uso de huesos craneales de perro; Jonh Hunter, por la misma época realizó la vascularización y desarrolló un diente humano inmaduro en la cresta de un gallo vivo; en 1902 Emerich Ullman realizó el transplante de riñón de cerdo en una mujer; en 1905, Princeteau realizó un transplante de riñón de conejo en un niño que sufría de insuficiencia renal; en 1910, Unger implantó el riñón de un mono en un humano; en 1917, John R. Brinkley en EUA implantó testículos de cabra en hombres para el tratamiento de impotencia e infertilidad; en 1963, Keith Reemtsma transplanto 13 riñones de chimpancés en pacientes con falla renal, donde uno de los pacientes logró sobrevivir por 9 meses antes de sufrir desequilibrio electrolítico y posteriormente el rechazo del xenoórgano; en 1984 se realizó un transplante de un corazón de babuino en una recién nacida con problemas cardiacos, la cual murió a los 20 días; durante los años de 1992 a 1996 pacientes de Polonia e India recibieron transplante de corazón de cerdo; en el año 2004 se observó en babuinos la sobrevivencia del transplante de corazón de cerdo por 6 meses con inmunosupresores (33, 35, 39-41).


  De acuerdo con lo anterior se observa que el xenotransplante no ha dado buenos resultados, lo que obligó a los científicos a continuar con los alotransplantes entre familiares ó de cadáveres histocompatibles. Sin embargo, al no haber órganos de origen humano suficientes, el xenotransplante volvió a ser tema de estudio (4, 41).


  Cerdos transgénicos


  Para la obtención de cerdos transgénicos, uno de los posibles métodos aplicables es la internalización de DNA en los espermas porcinos por medio de un vector que trasporte el material genético y pueda llegar a su núcleo. Una vez modificados son inseminados artificialmente en la madre porcina para que desarrolle el embrión y exprese la proteína en la célula endotelial porcina (42).


  Para la aceptación de los xenotransplantes ha sido muy importante el desarrollo de animales que llevan alterados uno a varios genes específicos e incluso animales en los que se ha eliminado o inactivado completamente un gen (43). Algunos métodos que se han utilizado en la producción de cerdos transgénicos son el desarrollo de cepas que expresan, a nivel del endotelio vascular, moléculas reguladoras de complemento como la CD55, CD46 y CD59 que inhibe su acción y pueden conferir una protección contra el RHA. Esta inhibición es específica de cada especie, ya que la CD59 humana modula esta actividad en el control de la respuesta inmunitaria (29).


  Riesgos del xenotransplante


  Es común pensar en los riesgos de la transmisión de enfermedades al recibir órganos de animales, situación que es frecuente, ya que la zoonosis entre animales y humanos es habitual desde el pasado hasta nuestros días. Por tal motivo, se ha estudiado el desarrollo de zoonosis a causa de agentes patógenos específicos de los porcinos, como es el caso del retrovirus endógeno porcino (PERV), el cual se multiplica en las células mononucleares periféricas, células endoteliales, los islotes pancreáticos y algunas líneas celulares del riñón del cerdo (28,29,44,45). Aunque hay dos subgrupos del virus PERV (A y B) que pueden infectar las células humanas in vitro, el PERV-A es el retrovirus de mayor riesgo de contagio para personas que se someten a un xenotransplante.


  Del mismo modo, algunos virus cercanos al PERV como el virus de la leucemia en gibones, felinos y el MLV (virus de leucemia murina) relacionados en las alteraciones hematopoyeticas malignas, pueden ser infectivas en el ser humano, sobre todo en condiciones de inmunosupresión (44). El riesgo de transmisión del virus PERV al ser humano podría aumentar a causa de recombinación homóloga entre los diferentes tipos de virus, sobre todo el virus PERV A con el PERV C, el cual aumenta la capacidad infectante del virus (46-48).


  Conclusiones


  Actualmente la ciencia médica puede realizar alrededor de 25 transplantes de tejidos y órganos humanos, lo que ha permitido la supervivencia del 60% de los pacientes en cinco años. Pero desde 1988 la cifra de pacientes fallecidos en espera de un órgano ha ido en constante aumento, al igual que el número de pacientes que dependen de un riñón artificial, cuya limitante principal son los costos elevados, situación que es crítica para muchas personas que no tienen la capacidad económica para sufragar el precio de estos procedimientos, por lo que sus alternativas de vida cada día se agotan (2,40).


  Se puede considerar el transplante de corazones o de hígados de cerdo como una posible solución en pacientes que deban estar en listas de larga espera hasta encontrar un aloinjerto compatible para el receptor. Aparte del rechazo, una limitante de los xenotransplantes es el riesgo de infecciones por virus o bacterias zoonóticas. Los cerdos, por ejemplo, son portadores de un virus conocido como el retrovirus endógeno porcino (PERV); este virus puede invadir las células del receptor y propagarse por todo el organismo, comprometiendo la salud del mismo. Por lo tanto se debe seguir estudiando la patogenicidad de este virus y las ventajas y desventajas que puede ofrecer un xenotransplante entre cerdo y humano (23, 35). Teniendo en cuenta los riesgos de infección con el virus PERV, el donante debe poseer una inmunidad que le permita desarrollar memoria contra este patógeno.


  Todo paciente que reciba el xenotransplante debe someterse a un tratamiento inmunosupresor, para que su sistema inmune reaccione adecuadamente. Una posible solución está en la inducción de tolerancia con los antígenos Gal-ü-1,3-Gal porcinos, para evitar que los LT no actúen y por ende no produzcan rechazo contra el órgano. Esto lo han logrado los investigadores usando técnicas de ingeniería y quimerismo molecular, las cuales han permitido el desarrollo de cerdos transgénicos que no expresan este epítope. Estos descubrimientos, junto con la imunosupresión, dan nuevas perspectivas del transplante (29, 41).


  Aunque los sistemas HLA y SLA tienen diferencias moleculares y genéticas, cumplen con la misma función en el individuo: manifestar una respuesta inmunitaria en presencia de antígenos que no pertenezcan a su propio sistema ya sea por acción celular ó humoral. Por esta razón si no se encuentra una forma de controlar dicha reacción de forma exitosa, el fenómeno de rechazo será una constante en los xenotransplantes (11,27).


  Tabla 2. Obstáculos para xenotransplante.
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  Es de anotar que se han usado otras especies como posibles donantes de órganos como el chimpancé, orangután, babuino o gorila; estos animales a pesar de su gran homología con el humano no son de fácil acceso y pueden surgir problemas éticos ya que son especies en peligro de extinción, igualmente tienen el riesgo de transmitir infecciones zoonoticas, Tabla 2 (21,39).


  Por estas circunstancias se ha optado como una segunda opción: el cerdo, ya que se reproduce fácilmente, se puede tener un control de la población adecuado y pueden ser manipulados genéticamente para obtener gnotobiotas (organismos libres de enfermedades trasmisibles para el hombre) (21,39). Por lo anterior, los bioingenieros están intentando modificar genéticamente a los cerdos para evitar el rechazo hiperagudo (34).


  Los esfuerzos de los científicos para obtener crías de cerdo libre de agentes infecciosos, es la meta más ambiciosa para el éxito del xenotransplante. Luego de analizar el problema de rechazo del xenoórgano, se deben tener medidas de control médico y ambiental para los criaderos de estos animales destinados al xenotransplante y su estricta vigilancia, la cual puede prevenir la contaminación por un agente biológico.


  El xenotransplante es una propuesta científica que no ha sido del todo aceptada, ya que los avances científicos con respecto a este tema son muy diversos, aunque también hay que tener en cuenta, que si esta opción resultase ser viable en su totalidad, se debe reflexionar sobre la perspectiva del receptor al planteársele una situación de transplantes con órganos de animales, esto asociado a las situaciones éticas y ambientales. Finalmente, este método sólo busca mejorar la calidad de salud humana a través de recursos de fácil disposición y únicamente los estudios futuros determinaran su aplicabilidad en la clínica.
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  Resumen


  Se definen como infecciones nosocomiales las que ocurren después de 48 horas de hospitalización. Las Unidades de Cuidados Intensivos neonatales, pediátricas y de adultos son las áreas de mayor prevalencia debido al perfil del paciente, a las terapias y a los procedimientos invasivos a los que son sometidos quienes ingresan. De las infecciones intrahospitalarias, una de las más conocidas y caracterizadas es la neumonía, la cual representa la segunda causa de infección nosocomial, con un aumento en la morbi-mortalidad cuando se encuentra asociada a ventilación mecánica. Su epidemiología está muy bien documentada en adultos, pero existe poca información en niños y neonatos.


  Palabras claves: broncoscopia, infección nosocomial, neonato, neumonía, ventilación mecánica.


  Abstract


  Nosocomial infections are those which occur 48 hours after being hospitalized. The newborn, paediatric, and adult ICU’s are the most prevalent areas due to the patient profile, therapies and invasive procedures that inpatients have to undergo. Pneumonia is one of the most known and characterized hospital infections. It represents the second cause of nosocomial infection which augments morbid-mortality when it is associated to mechanical ventilation. Its epidemiology is very well documented in adults, but there is very little information on children and newborns.


  Key words: bronchoscopy, nosocomial infection, mechanical ventilation, newborns, pneumonia.


  Introducción


  La neumonía nosocomial es un problema de salud pública mundial, afecta fundamentalmente a los pacientes en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCIs). Se ha establecido que el género, grupos de edad extrema, disminución de nivel de conciencia, hospitalización mayor de 14 días, intubación endotraqueal, sonda naso-gástrica, ventilación mecánica (VM) prolongada, uso previo de antibióticos, enfermedad cardiorrespiratoria, enfermedad coexistente grave, infiltrados pulmonares bilaterales, signos de dificultad respiratoria, traqueotomía, terapia antibiótica inadecuada, rehospitalización, reintubación y la virulencia del microorganismo causal son factores de riesgo para neumonía nosocomial (1-8).


  Su frecuencia es variable debido a su asociación con diversos factores de riesgo e incrementa cuando se usa ventilación mecánica (VM) (9), la cual ocasiona aumento en las estancias hospitalarias, en los costos médicos y de tratamiento. Dada su importancia clínica y epidemiológica, es necesario conocer aspectos relacionados con los factores de riesgo, la patogenia y el diagnóstico en adultos y neonatos, puesto que cada una de estas poblaciones tiene características particulares.


  Neumonía asociada al ventilador (NAV)


  La NAV se define como neumonía nosocomial en pacientes ventilados mecánicamente y que no estaba presente al inicio de la intubación (1). Se ha asociado a la aspiración de secreciones faríngeas y/o contenido gástrico y a condensación del tubo endotraqueal y a los circuitos del ventilador colonizado por microorganismos (2).


  En adultos la NAV se presenta del 10% a 65% de los pacientes ventilados (10), y la mortalidad se incrementa de 2 a 2.5 veces cuando se compara con los pacientes que no requieren VM (11-13). El tiempo de inicio de la NAV se constituye en una importante variable epidemiológica y factor de riesgo para patógenos específicos. Se denomina NAV de inicio temprano si ocurre dentro de los primeros cuatro días de la VM, es de mejor pronóstico en términos de mortalidad cuando se le compara con la tardía, la cual ocurre después de los cuatro días (10,11, 14).


  Patogénesis y diagnóstico


  Usualmente se requieren dos importantes procesos en la patogénesis de la NAV: la colonización bacteriana del tracto aero-digestivo y la aspiración de secreciones contaminadas dentro de las vías respiratorias bajas (14,15). La vía de ingreso de los patógenos causales de infección puede ser de origen endógeno, como la flora oral y flora aero-digestiva, y de origen exógeno, el cual se ha asociado al uso de los ventiladores (16). El reflujo y la aspiración de contenido gástrico no estéril es también un posible mecanismo de entrada de patógenos a los pulmones. Aunque su rol es menos importante que la colonización orofaringea, ha sido asociado a la NAV tardía como un potencial reservorio de bacterias resistentes a antibióticos (17).


  En pacientes con VM se ha identificado que el uso del tubo endotraqueal altera los mecanismos de defensa del árbol bronquial (como la tos, estornudo y sistema mucociliar entre otros) y la manipulación de equipos y del paciente pueden ser rutas posibles de infección (18,19). Además, se ha establecido que la formación de biofilm en el tubo endotraqueal, la penetración exógena desde el espacio pleural y la inoculación directa son posibles causas de NAV (20).


  En cuanto al diagnóstico, puede ser difícil de establecer, no existen criterios uniformes y los hallazgos clínicos pueden verse afectados por los factores de riesgo mencionados anteriormente. Las limitaciones de variables clínicas para establecer el diagnóstico de NAV han sido demostradas en varios estudios. Sin embargo, se han establecido criterios para el diagnóstico de la NAV en adultos como: la presencia de fiebre, que es definida como un incremento de un grado centígrado o más de la temperatura corporal; leucocitosis, definida como un incremento del 25% en los leucocitos circulantes; aspirado traqueal purulento si la coloración de Gram muestra más de 25 neutrófilos por campo y aumento de la fracción inspirada de oxigeno (8). La importancia de la coloración de Gram radica en que puede ser usada como parte de la valoración inicial de todos los pacientes con el fin de guiar la escogencia del antibiótico (21). Los falsos negativos se asocian a uso concomitante de antibióticos o al uso de corticoides (22).


  El estudio microbiológico tiene mayor relevancia. Aunque no existe consenso acerca del número de colonias para considerar un cultivo positivo, se acepta como tal aquellos con un promedio entre 103 a 105 UFC/ml (23,24). La identificación bacteriana presenta dos inconvenientes en la NAV, primero, el tratamiento antibiótico a priori puede causar resultados falsos negativos debido a la gran variedad y cantidad de antibióticos usados en las UCIs, segundo, el método utilizado en la toma de las muestras (25).


  Tabla 1. Microorganismos asociados a NAV
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  En los últimos años se han desarrollado técnicas más específicas para el diagnóstico microbiológico como: broncoscopia, lavado bronquio-alveolar, cepillos endoscópicos protegidos y biopsia transbronquial (26). Estos métodos están orientados a obtener muestras dístales de secreciones bronquiales, consideradas más apropiadas para su cultivo y cuantificación, presentan diferente sensibilidad y especificidad y disminuyen la posibilidad de contaminación de la muestra (27, 28).


  Algunos investigadores han preferido la técnica de broncoscopia, argumentado que la NAV afecta todo el pulmón, puede permitir la diferenciación entre la colonización e infección del paciente, por lo que es considerada de alta especificidad y con altos valores predictivos positivos, razón por la cual algunos la emplean tan pronto hay sospecha de neumonía (21). La gran mayoría de los pacientes con VM presentan infección polimicrobiana. Los microorganismos que más frecuentemente han sido asociados a la neumonía nosocomial en adultos (29, 30), son relacionados en la Tabla 1.


  En estudios multicéntricos comparativos realizados en Estados Unidos (National Nosocomial Infecctions Surveillance) el Enterobacter fue encontrado prevalente, mientras que en Europa, (European Prevalence of Infection in Intensive Care) fue el Acinetobacter (21). También se ha empleado como criterio para el diagnóstico de la NAV, la observación de infiltrados radiológicos (18, 31), considerado inespecífico por algunos investigadores (32, 33).


  Neumonía en neonatos


  Las infecciones nosocomiales representan una importante causa de morbilidad y mortalidad en esta población (34). La VM en el neonato se realiza cuando existe falla respiratoria de diversa etiología como: enfermedad de membrana hialina, infección pulmonar, aspiración de meconio e hipertensión pulmonar persistente entre otros, o compromiso neurológico asociado a apnea de la prematuridad, hemorragia intracraneal y depresión por medicamentos (35).


  A diferencia de la NAV en adultos, que ha sido objeto de múltiples investigaciones, existen pocos estudios en neonatos que permitan definir con claridad la epidemiología, la etiología, los factores de riesgo, las características de la infección, las secuelas y el impacto sobre la morbimortalidad y costos hospitalarios (1).


  Se ha establecido que el peso y la edad gestacional, la presencia de catéteres arterial o venoso, el tratamiento con indometacína, la nutrición parenteral con emulsiones y el tiempo de intubación endo-traqueal son factores de riesgo determinantes en el desarrollo de NAV, lo que a su vez se ha asociado a un aumento en el tiempo de estancia en las UCINs y a un incremento en la mortalidad (8, 36, 37).


  Elward y colaboradores informaron que existen factores de riesgo independientes asociados a NAV, los cuales se han reportado especialmente en la UCIs pediátricas: síndromes genéticos, anomalías congénitas, transfusión sanguínea, reintubación y transporte fuera de la UCI (1). Los dos últimos también han sido reportados en adultos (29, 38).


  Patogénesis y diagnóstico


  Al igual que en adultos, la NAV en neonatos inicia con la colonización de la orofaringe y continúa con la proliferación y posterior infestación de las vías respiratorias bajas, que se realiza de manera uniforme después de pocas horas de la intubación (39,40). Es más frecuente en estos pacientes debido a la inmadurez inmunológica y fisiológica y a las alteraciones de los mecanismos de defensa locales y de la mecánica ventilatoria (41, 42), como consecuencia de la inserción del tubo endotraqueal y el tiempo de permanencia en el ventilador (43, 44).


  La etiología varía de acuerdo al método diagnóstico, la población estudiada y la epidemiología local. Se ha informado que los microorganismos presentes en aspirados traqueales purulentos en neonatos pretérmino con peso menor a 2000 g son: Gram negativos de especies como Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella y Eschericia coli y Gram positivos como el Staphylococcus aureus. (8, 45, 46).


  A pesar de la dificultad para establecer criterios de diagnóstico de la NAV en neonatos, los síntomas más frecuentemente asociados son la hipotermia, la taquipnea, hallazgo en el aspirado traqueal purulento de más de 25 leucocitos en la coloración de Gram y aumento en la fracción inspirada de oxígeno (8).


  Richard y colaboradores encontraron diferencias importantes entre los patógenos aislados de las UCIs de adultos y las UCIs pediátricas, y dentro de éstas últimas, diversidad de microorganismos dependiendo de la edad. En los niños menores de 2 meses la principal causa de infección ha sido la bacteremia, seguida de la neumonía, siendo el germen más prevalente el Enterobacter spp para las infecciones respiratorias (47).


  En pacientes pediátricos los gérmenes aislados con mayor frecuencia, que se asocian a NAV son: Gram positivos como el Staphilococcus aureus y el Staphylococcus epidermidis, y Gram negativos como la Pseudomona aeruginosa, Enterobacter, Klebsiella, Escherichia coli, Serratia y Haemophilus. (41, 48). Es necesario anotar que los gérmenes aislados varían de un hospital a otro y entre las diferentes UCIs. Las guías de la National Nosocomial Infections Surveillance System (NNIS), que determinaron los criterios para el diagnóstico de la NAV en pacientes menores de 1 año, consideran necesario combinar los siguientes aspectos: características clínicas, pruebas microbiológicas de aspirado traqueal y bronquial, pruebas radiológicas y evidencia histopatológica (49).


  Sin embargo, la presencia de un infiltrado pulmonar en las radiografías puede dificultar la definición de NAV puesto que podría corresponder a enfermedad de membrana hialina, aspiración de meconio, desarrollo temprano de neumonía o atelectasias (35, 50). En cuanto al diagnóstico microbiológico, es importante mencionar que la técnica de aspirado traqueal para cultivo cuantitativo de microorganismos es considerada una buena elección y es más recomendada que los métodos invasivos utilizados en adultos, debido a que los neonatos tienen una anatomía y fisiología diferente (9).


  En Colombia existen pocos estudios de NAV en población pediátrica, debe mencionarse el trabajo realizado del 2002 al 2005 en el hospital Simón Bolivar de Bogotá, que registró una prevalencia del 8.8 % de 479 pacientes, una mortalidad del 21 %, y los factores de riesgo identificados fueron bajo peso al nacer, estancia hospitalaria, bajo peso al egreso, síndrome de dificultad respiratoria, displasia broncopulmonar, ducto arterioso persistente, enterocolitis necrosante y atresia intestinal (51).

  Teniendo en cuenta que la prevalencia de la NAV depende de la población, el tipo de UCIs y los criterios de diagnóstico empleados, actualmente el grupo de investigación en Ciencias Biomédicas de la Universidad Antonio Nariño adelanta un estudio de NAV en UCINs de algunos hospitales de Bogotá.
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  Resumen


  En el presente artículo se exponen alternativas de acción que se han llevado a término desde los componentes temáticos química aplicada I y matemáticas aplicadas en el ambiente de investigación formativa, con la intención de enriquecer y compartir la experiencia de docentes del Programa de Ciencias Básicas en su proceso de orientación a los estudiantes de primer semestre de Bacteriología y Laboratorio Clínico de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Con este fin, se expone brevemente el marco teórico que fundamentó las experiencias y se describe cada una de ellas, buscando explicitar algunos de los objetos planteados y logros alcanzados.


  Palabras Clave: componentes temáticos, competencia comunicativa, investigación, lectura interpretativa.



  Abstract


  This article shows action alternatives which have been carried out from the thematic components of the applied chemistry and applied math in a research environment. It intends to enrich and to share the experience of teachers of the program of Basic Sciences in their process of guiding Bacteriology and Clinical Laboratory freshmen from University Colegio Mayor de Cundianamarca. Keeping that in mind, this article shows briefly the theorical frame which gave basis to these experiences, and it describes each one of them to make explicit some of the proposed objects and the goals reached.


  Key words: communicative competencies, interpretive reading, research, thematic components.



  Introducción


  Se pretende asumir el término de investigación formativa, como una primera e ineludible manifestación de la existencia de la cultura de investigación en las instituciones de educación superior; así como también su posibilidad de crear espacios y repensar una práctica docente que conlleve a su implementación a nivel de pregrado.


  Según lo expuesto en el párrafo anterior, un aspecto en común entre los dos estilos que se tratarán aquí es la mirada hacia los criterios de investigación formativa que van encaminados al cumplimiento de competencias de formación para la investigación, incluyendo entre ellas competencias críticas y creativas, comunicativas, científicas básicas, tecnológicas, socio históricas, integradas al currículo institucional y desarrolladas en cada programa de formación.


  Contexto teórico


  Aproximarse a la investigación formativa en el contexto de educación superior, exige distinguirla de la investigación propiamente dicha, y una forma de organizar esta distinción es tener presente la función que cada una cumple.


  Desde la discusión de la relación entre docencia e investigación, se aborda la precisión en torno a la investigación formativa y a la investigación científica en sentido estricto, más ligada la primera al pregrado y a la especialización, y la otra propia de la maestría y el doctorado (1). Así, la investigación científica en sentido estricto, es vista, desde la misión universitaria de generar conocimiento descriptivo, explicativo y predicativo.


  Desde la función pedagógica centramos la atención en la investigación formativa como el proceso de investigación que se da para formar a los nuevos investigadores en el dominio de conocimientos, habilidades, destrezas que les permitan desarrollar la investigación con todo el rigor (2). Lo anterior permite retomar el concepto del Consejo Nacional de Acreditación en sus publicaciones sobre evaluación y acreditación (3), cuya acepción del término investigación formativa es la de “formar” en y para la investigación a través de actividades que no hacen parte necesariamente de un proyecto concreto de investigación. Su intención es familiarizar con la investigación, con su naturaleza como búsqueda, con sus fases y funcionamiento.


  En relación con el ámbito nacional, en el Programa de Bacteriología y Laboratorio Clínico de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, la investigación formativa se operacionaliza y se concreta en el escenario aula de clase. En este espacio se tienen en cuenta tres ejes fundamentales para el desarrollo de la misma: condiciones sociales que marcan el aprendizaje, la enseñanza en un proceso de formación investigativa, y la investigación como un proceso que se estructura en el pensar, sentir y actuar (4).


  Un proceso como el descrito en los párrafos anteriores nos permite seleccionar una de las acciones ligadas a la investigación, que facilita la indagación en cualquier campo científico. Nos referimos a la lectura interpretativa, entendida ésta como aquella actividad que busca que los estudiantes infieran, propongan, creen y disfruten a partir del encuentro entre el texto y su realidad personal; en este sentido Bustamante y Jurado anotan: “La lectura de un texto literario, científico, filosófico o de cualquier otro género es, sin duda, una experiencia de iniciación o una prueba de paso: después del viaje por la selva de los símbolos, en todo lector se opera una transformación. Pareciera, sin embargo, que los procesos regulativos escolares reprimieran esa posibilidad de la permanente iniciación (posibilidad del asombro y del autorreconocimiento), porque la lectura está condicionada por el examen y la evaluación, es asumida como algo externo a los procesos interpretativos del texto” (5).


  Experiencias realizadas


  En el programa de Bacteriología y Laboratorio Clínico, dentro del núcleo denominado competencias comunicativas y de pensamiento, se encuentra el componente de matemáticas aplicadas, con su correspondiente asignación de tiempo para trabajo independiente. Durante el segundo semestre de 2003, aprovechando que el trabajo independiente se propuso alrededor de la lectura interpretativa, el ambiente de la investigación formativa en matemáticas se dirigió a esta acción, que permite la indagación en cualquier campo científico, como en este caso específico, de textos sobre matemáticas.


  De igual manera, en una reflexión acerca de la investigación formativa en el primer semestre de 2004, en el núcleo procesos fisicoquímicos y bioquímicos de los seres vivos, se acordó durante un taller de docentes, la posibilidad de trabajar con una pregunta de investigación con los estudiantes. Se decidió iniciar el trabajo con estudiantes de primer semestre en el espacio del componente temático Química Aplicada I.


  La discusión de los docentes integrantes del núcleo permitió establecer como eje de trabajo el interrogante ¿cuáles sustancias metabólicas de carácter ácido o básico se alterarían y en qué forma, en el organismo de un astronauta que viaje a Marte? En el segundo semestre de 2004, teniendo en cuenta el desarrollo y los resultados del anterior semestre, se hizo necesario ampliar el contexto de la investigación por cuanto el manejo de los conceptos específicos, ácido base, incidía en la motivación de los estudiantes hacia el proyecto. Se transformó la pregunta en ¿qué alteraciones de carácter orgánico sufrirán los seres que se desplacen hacia Marte? Alterándola en su presentación, pero no en su esencia, de tal manera que los estudiantes abordaran la temática sintiéndose más cómodos.


  Metodología


  En el primer caso, la experiencia práctica consistió en la lectura del libro El diablo de los números que se encuentra organizado por noches y aborda temas de matemáticas, que tienen relación con los conceptos establecidos para el componente temático de matemáticas aplicadas en la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. En este orden de ideas se genera un marco de referencia sobre la lectura interpretativa y se seleccionan dos noches del libro que describen un proceso de construcción de dos números irracionales, siendo secundario, en algún medida, el concepto y esencial la descripción de los procesos. Los desarrollos presentados en este texto, se llevan a cabo a través de diversos pasos que exigen que el estudiante identifique las relaciones lógicas entre cada uno de ellos y determine las condiciones necesarias para iniciar el proceso y llegar a establecer la generalización.

  

  Al conjugar el marco referencial y el seguimiento de procesos como un objetivo específico de esta lectura interpretativa, se establecen seis categorías que ayudan en la clasificación de los reportes de lectura de los estudiantes. Reportes que se reciben a través de una ficha de trabajo que se diseña para los estudiantes, y que cumple también la función de instrumento para examinar la interpretación y descripción del proceso.


  En las otras alternativas de acción, como se anotó anteriormente, se procedió mediante la formulación de una pregunta sobre las alteraciones de carácter orgánico que sufrirían los seres que se desplacen a Marte. A partir de ella, los estudiantes organizan los grupos e inician consultas sobre la temática. Semanalmente cada grupo recibe asesoría con la finalidad de centrar las inquietudes sobre el foco hacia el cual los integrantes se van inclinando. Una vez definida la línea sobre la cual van a abordar la pregunta, se redirecciona la consulta que conlleva a generar un artículo de “revisión” por cada uno de los grupos. Los trabajos realizados han sido propuestas aisladas, sin concatenación, que no permiten continuidad a lo largo de los núcleos y de la formación interdisciplinar vertical y transversal.


  Población


  La lectura del libro “El diablo de los Números” se realizó con 153 estudiantes inscritos en matemáticas aplicadas en el segundo semestre de 2003. De allí se hizo seguimiento para este trabajo a los estudiantes de los grupos E y F, sobre los cuales se desarrolló el trabajo de sistematización de resultados a través de seis categorías. Las actividades de investigación formativa vinculadas a Química se llevaron a término con la totalidad de los estudiantes que cursaron primer semestre de Bacteriología durante I y II del año 2004.


  Tabla 1. Ficha de datos.
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  Desarrollo


  El caso de matemáticas aplicadas Como se explicó anteriormente, se elaboró una ficha con la intención de poseer indicios concretos sobre los niveles de lectura interpretativa y el análisis de la redacción permitió encontrar unidades de análisis que validaron y alimentaron las categorías inducidas por el marco de referencia. La estructura de la ficha se aprecia en la Tabla 1.


  Las categorías fueron denominadas: comprensión global, interpretación con errores de contenido, interpretación incompleta, sin interpretación del proceso, interpretación deficiente e insuficiente, definidas, así:


  _ Comprensión global, cuando en la redacción se construye la estructura semántica o establece una articulación coherente de los aspectos tratados.

  _ Interpretación con errores de contenido, es denominada como la interpretación en donde al redactar se retoma el proceso pero se escribe algún error conceptual.

  _ Interpretación incompleta, es la redacción que enuncia una parte del proceso y el escrito se reduce únicamente a ésta.

  _ Sin interpretación del proceso: en la redacción no se menciona el proceso expuesto sobre el concepto abordado.

  _ Deficiente: en la redacción se encuentra mezcla de diferentes ideas que no tienen ningún nexo y cuando lo tienen, no se establece.

  _ Insuficiente: no presenta ninguna interpretación.


  Una manera de observar algunos de los resultados que fueron obtenidos, con este grupo de estudiantes, se resume en la Tabla 2 (6).


  Análisis de resultados


  Existe una diferencia de 4 meses entre las dos tomas de datos, la primera de ellas al iniciar el semestre, y después de llevar la lectura de 3 noches y la otra toma de datos, al finalizar la lectura del libro, se observa que:


  1. Para la categoría en donde se ha establecido mayor exigencia de interpretación, comprensión global, el cambio es significativo, estableciéndose una variación del 12.8% al 33.4 de los estudiantes ubicados en dicha categoría.

  2. En cuanto a la segunda categoría, también se observa un cambio notable, pasando de 2,6% de los estudiantes a un 33.4%.

  3. Se observa que los estudiantes presentan avances en su posibilidad de leer e interpretar al establecer y reconstruir un proceso, manifestando la habilidad de identificar pasos y sus correspondientes nexos.


  Tabla 2. Asignarle un nombre a la tabla
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  El caso de Química Aplicada I


  Con base en la asistencia a las sesiones de asesoría, se realizó un seguimiento a partir del cual se estableció la siguiente clasificación:


  Grupo A: se toma como punto de partida el interrogante inicial y se lleva a término una consecución coherente de argumentos, lo cual permite elaborar un artículo no sólo de revisión sino que contiene una propuesta novedosa.

  Grupo B: a pesar de que los estudiantes desarrollan la consecución acertada de argumentos, no logran redactar una entrega final que aporte algo novedoso sino que se limitan a elaborar un artículo de revisión.

  Grupo C: los estudiantes no logran realizar la consecución acertada de argumentos y presentan un resumen que no denota ninguna interpretación.

  Grupo D: los estudiantes se acercan, en pocas oportunidades, a las asesorías y llevan a término una entrega demasiado pobre en su contenido.


  Una síntesis de éstos resultados puede observarse en la Tabla 3.


  Análisis de resultados


  De los anteriores resultados se puede concluir lo siguiente:


  1. En los dos semestres citados se nota que la mayoría de los grupos logran hacer una búsqueda acertada de argumentos, que los lleva a establecer una propuesta novedosa a partir del interrogante inicial, lo cual permite proponer este tipo de investigación formativa como una herramienta motivacional relevante.

  2. En la categoría B se advierte que, a pesar de que los estudiantes emprenden una búsqueda acertada de argumentos, no logran redactar un artículo que englobe una propuesta novedosa. Sin embargo, la redacción del mismo da razón de un buen nivel de interpretación.

  3. En los dos ensayos, las categorías C y D agrupan el menor número de estudiantes y se observa que constituyen los grupos que no recurren a la lectura como herramienta fundamental para cualquier proceso de investigación.
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Est presente en todas las oéias con nicleo con
excepcion de las neuronas y traobastos.
Presenta antigenos endogenos como vins o fagos.
Actva infocitos CDB o LT ciotoxico

Moléculas Clase Il

Estén formados por dos cadens glcoproteicas  de
35Kl y 1 de 29K

Se expresan fenatipicamente SLA-DRA, SLA-DRS,
SLADQA, SLA-DQB, SLA-DPA, SLA-DPE,

Se encuentran en o' linfocitos B, as caluas
presentadoras de anligenos (CPA)y en varas sub-
poblaciones de LT.

Presenta anfigenos extgenos
Activa los Ifocitos CD4- por presentacion del
péptido antigénico por medio de as CPA.
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Prevalencia de vida Prevalenciade 12 meses %  Prevalencia de 30 dias
% %

Diagndstico o mbres Mujeres Total Hombres Mujeres Total Hombres Mujeres Total
Trasiomo do 06 712 03 05 06 o0f 05 03
angustia
‘Agorafobia sin 15 33 26 13 715 04 04 04
angustia
Fobia Social 51 51 51 21 28 25 08 07 o7
Fobaespeciioa 109 139 126 49 69 60 22 27 25
Trastomo de 15 12 13 09 05 07 05 02 03
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Trast, Esirés 08 25 18 o1 o7 05 ot 03 02
posiraumaico
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Grupos EstadisticoF  P-valor
Estaciones 1.06 0.4031
Meses

111 0.3740
*P-valor=0.05
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TIPO DE MUESTRA NO. DE PRESENCIA DE AUSENGIA DEL
MUESTRAS INTEGRON INTEGRON
n % n %
Hemocultivos 36 18 50 18 50
Catéteres 10 3 30 1 70
Total 46 21 457 25 54.3
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Diagnostico Hombres Mujeres Total

% % % % % %
(se) (se) (se)
Trastomos del estado de 7 1 75 Al 50 09
nimo,
Trastornos de ansiedad 16.0 13 218 15 193 11
Trastomos relacionados 106 17 26 04 106 08
con sustancias

Cualquier trastomo 4.0 21 395 20 401 16
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Grupo-meses Diciembre ~ Enero

Noviembre  0.1860762 01311024
Diciembre 0.1670.84
Enero
Febrero
Marzo
Abril

*Correccionde Borlerroni P=0.002.

Febrero Marzo
R Global/P-valor
0198022 01260295
0.1010.32 0.143/0.181
02726008 0080343
0.1340.723

Abril

0.284/0.083
0.284/0.066
0.089/0 343
-0.01410.554
0.0010.491

Mayo

0.18310.169
0.008/0.46
0.1800.117
0.3170.077
0.22600.14
0.15400.817
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Codigo Porcentaje de
confiabilidad (%) Microorganismo identificado
3243204212 97 Vibrio aiginofyficus
0241304012 99.98 Vibrio metschnikowi
2003100010 9.8 Flavimonas oryzihabitans
0321300100 927 Agrobacterium fumefasciens
0763256117 075 Serratia marcescens
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Diagnostico Hombres Mujeres Total

% % % % % %

(se) (se) (se)

Trastomos del estado de. 75 07 87 08 69 06
animo
Trastomos de ansiedad 91 11 37 13 nr 09
Trastomos relacionados 58 10 08 02 30 04
con sustancias
Cualquier trastomo 156 14 163 15 160 12
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Tabla 3. Resultados ANOSIM (2 vias-cruzado) para abundancias de especies.

Grupos RGlobal P-valor
Seclores (unoy dos) 0.207 0.034
Meses 0.079 0.133

*Transformacion log (x+1) de los datos crudos, (399 permutaciones, P=0.05)
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Promedio de disimilitud
82.49%
Especies

Nizschia sp
Trachelomonas hispida
Lepocinclis sp
Osciliatoria sp
Navicula sp,
Nizschia sp,
Euglena sp
Gomphosphaeria sp
Pinnularia sp
Phacus sp
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1
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Caracteristicas Porcentaje se
demograficas
Sexo
Masculino 438 15
Femenino 56.1 15
Edad
1829 370 16
3044 363 15
4559 22 12
60-65 53 05
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Diagnéstico Casado- Union Separado- Soltero Total
Libre Viudo
% % % %o(se) % %(se) % % (se)
(se)
Tras. de angusia 12 03 14 06 12 04 13 02
Agorafobia sin crsis de 26 05 32 11 21 05 25 04
angustia
Fobia social 45 05 53 13 61 10 51 05
Fobia especifica 26 09 126 25 124 17 125 08
Trastomno de Ansiedad 12 04 23 08 11 03 13 03
generalizada
Trastomo de estrés 15 04 24 08 20 11 17 04
postraumético
Cualquier trastorno de 84 12 210 31 197 21 192 10

Ansiedad
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Promedio de
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0.25
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Contributivo  Sin régimen Subsidiado Total

Diagnéstico % % % % % % % %
(se) (se) (se) (se)

Trastomo de angustia T4 05 10 03 15 04 13 02

Agorafobia sin cisis de 33 09 20 03 24 06 25 04

Angustia.

Fobia social 61 09 42 07 63 09 51 05

Fobia especifica 130 12 13 11 137 18 125 08

Trastomo de Ansiedad 11 04 11 03 16 07 13 03

generalizada

Traslomo de estrés postraumatico 18 06 07 02 34 14 17 04

Cualquier Trastono de Ansiedad 197 16 164 13 223 22 192 1.0
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Promedio de
28.72%
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|

Nizschia sp
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Categoria Frecuencia Frecuencia relativa Frecuencia Frecuencia relativa

primer seguimiento segundo
seguimiento

Comprensién 5 128 10 334
Global
Interpretacién con
errores de 1 26 10 334
Contenido
Incompleta 12 307 2 66
Sininterpretacion
del proceso 6 154 5 166
Deficiente 15 385 1 34
Insuficiente 0 0 2 66
Totales 39 100 30 100

' Nueve de los estudiantes que se encontraban en la categoria inicial deficiente no participaron en la segunda toma de datos.
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