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Articulo original producto de la investigacion

Evaluacion y uso de un péptido sintético para
la deteccion de anticuerpos especificos contra
Plasmodium falciparum

Development and use of a synthetic peptide for the detection of specific
antibodies against Plasmodium falciparum

Sandra M. Barrera', Adriana Cepeda!, Hernando Curtidor*?, Yolanda Silva®

Resumen

Introduccién. La malaria continda siendo una de las enfermedades que causa mayor morbi-
mortalidad a nivel mundial. Por esta razén es importante desarrollar herramientas diagnésti-
cas eficaces que se implementen como estrategias para el control de la enfermedad. Objetivos.
Estandarizar las condiciones del inmunoensayo enzimdtico (ELISA), para la deteccién de IgG
especifica contra Plasmodium falciparum en sueros de pacientes diagnosticados por gota gruesa
con malaria no complicada por P falciparum, empleando como antigeno un extracto proteico
obtenido a partir de cultivo de P falciparum o un péptido sintético derivado de la proteina de
superficie de merozoito GLURP (del inglés: glutamate rich protein). Materiales y métodos. Para
la estandarizacién de la técnica, se utilizaron 22 sueros de pacientes positivos para malaria por 2
Jalciparum y 11 diagnosticados positivos para malaria por P vivax utilizando la técnica de gota
gruesa. Como controles negativos se utilizaron 44 sueros de individuos sanos. Los sueros fueron
probados contra extracto de proteinas del pardsito y el péptido sintético IMT 94 derivado de la
proteina GLURP, para evaluar las concentraciones y las diluciones éptimas de cada componente
del sistema. Para la validacién de la técnica se utilizaron 251 sueros de pacientes positivos para
Jalciparum y 44 sueros de individuos sanos, diagnosticados utilizando la técnica de gota gruesa.
Resultados. La técnica estandarizada con el péptido sintético permitié observar diferencia signi-
ficativa en el reconocimiento de sueros de pacientes, controles positivos y negativos por los anti-
genos (extracto de proteinas y péptidos sintéticos). Conclusiones. La metodologia usada permite
identificar la respuestas inmune especifica contra P falciparum.

Palabras claves: Malaria, péptidos sintéticos, IgG, Plasmodium falciparum, Inmunodiagnéstico,
ELISA.
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Abstract

Introduction. Malaria continues being one of the diseases causing the greatest morbi-mortality around
the world. For that reason, effective diagnostic tools must thus be developed which can be used in
strategies for controlling the disease. Objectives. To standardise enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) conditions for detecting Plasmodium falciparum specific IgG in sera from patients diagnosed
by thick smear as suffering non-complicated malaria caused by P falciparum. A protein extract obtai-
ned from P, falciparum culture or a synthetic peptide derived from glutamate rich protein (GLURP)
merozoite surface protein would be used as antigen. Materials and Methods. 22 serum samples from
patients diagnosed as suffering from P2 falciparum malaria, 11 serum samples from patients diagnosed
as suffering from P vivax and 44 from healthy donors, diagnosed by using the thick smear tecnique
were used for standarising the technique. Serum samples were tested against parasite protein extract
and GLURP-derived IMT 94 synthetic peptide for standardisign optimum dilutions and concentra-
tions for each component in the system. 251 serum samples from patients diagnosed as suffering from
P falciparum malaria and 44 from healthy donors diagnosed by using the thick smear tecnique were
used to validate the technique. Results. The technique led to significant differences being observed in
antigens (protein extract and synthetic peptides) recognising serum from positive and negative patients
and controls. Conclusions. The methodology used led to identifying specific immune response against
P falciparum.

Keywords: Malaria, synthetic peptides, IgG, Plasmodium falciparum, ELISA, Immunodiagnostic.

Introduccion rias. Los métodos usados tradicionalmente para el

diagnéstico parasitolégico han sido la gota gruesa

La malaria es una enfermedad parasitaria que cons-
tituye un problema importante de salud publica
en todo el mundo, no sélo por sus indices altos de
morbilidad y las tasas de mortalidad, sino también
por el aumento de factores de riesgo asociados con
su transmisién, como son la pobreza, desnutri-
cién, hacinamiento de las poblaciones, migracio-
nes, cambio climdtico, abastecimiento de agua y
resistencia a antimaldricos e insecticidas [1]. Segin
el reporte de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) de 2017, se estima que para el ano 2016 el
nimero de casos de malaria fue de 216 millones y
ocurrieron cerca de 450.000 muertes. Actualmente
la malaria estd presente de forma endémica en 106
paises [2].

La disponibilidad de métodos adecuados de diag-
néstico es de gran importancia en la prevencién,
tratamiento y control de enfermedades parasita-

(prueba de referencia o gold estdndar), el inmu-
nodiagndstico y los inmunoenzimdticos y los ba-
sados en técnicas de biologia molecular. Aunque
se han logrado mejoras con el tiempo, el éxito de
estas pruebas se ha basado en criterios como ren-
tabilidad, sensibilidad, especificidad y sencillez. La
aplicacién de estas pruebas diagndsticas se hace
teniendo en cuenta los requerimientos especificos
de las diferentes poblaciones y objetivos de cada
estudio realizado [3].

La medicién de anticuerpos a través de técnicas
de inmunodiagnéstico puede tener gran valor en
el estudio sero-epidemiolégico masivo para anali-
zar retrospectivamente la evolucién de la malaria,
establecer tasas de endemicidad, determinar pre-
valencia y distribucién por grupos de edad de las
diferentes especies parasitarias y delimitar dreas de
transmisidon de malaria; asi como la identificacién
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y seguimiento de focos de transmisién persistente,
identificacién de especie parasitaria y tamizacion
de donantes de sangre [4].

Los ensayos inmunoenzimdticos, se han conver-
tido en las técnicas mds utilizadas para la detec-
cién de anticuerpos o antigenos circulantes. Estas
pruebas seroldgicas se basan en el uso de antigenos
(crudos o purificados) derivados de los parésitos
de interés. Sin embargo, el uso de preparaciones
en crudo como fuente de antigenos y la presencia
de poli-parasitismo en un mismo individuo puede
llevar a inespecificidad de la prueba, debido princi-
palmente a la presencia de reactividad cruzada con
antigenos propios o de diferentes especies.

El antigeno es por lo tanto el componente clave de
las diferentes pruebas de inmunodiagnéstico. De
tal forma que la identificacién, seleccién y utili-
zaci6én de antigenos purificados o producidos por
ingenierfa molecular o sintesis quimica ha sido un
objetivo reciente en la busqueda de mds sensibili-
dad y especificidad en inmunoensayos y pruebas
inmunodiagnésticas [5]. Las inmunoglobulinas
(Ig’s) o anticuerpos, constituyen el componente
humoral de la respuesta inmune especifica en to-
dos los vertebrados. En el humano se reconocen
cinco clases o isotipos de lg’s denominados IgG,
IgA, IgM, lgD e IgE, diferenciables gracias a las
propiedades estructurales y antigénicas particulares
de sus cadenas pesadas [6].

La respuesta inmune contra malaria es compleja e
insuficientemente comprendida, pero se sabe que
la malaria induce aumento en la produccién de
IgE e IgG sugiriendo un papel importante en la
patogénesis [6]. Para el diagnostico de malaria se
ha usado principalmente IgG ya que presenta gran
heterogeneidad estructural y funcional (probable-
mente la mds notable de todas las proteinas séricas)
y puede ser cuantificada mediante técnicas inmu-
noquimicas.

Con el 4nimo de obtener una prueba especifica, rd-
pida y de bajo costo para el diagnéstico de malaria
causada por P falciparum, en este trabajo se utiliz6

Plasmodium falciparum

un péptido sintético para confirmar la presencia de
anticuerpos IgG especificos contra P falciparum.
El péptido tiene secuencia especifica para P falci-
parum y es derivado de la proteina de superficie
del merozoito denominada glutamate rich protein
(GLURP) descrita como marcador molecular de
malaria y con propiedades antigénicas [7-9]. En-
contramos que el uso del péptido permite identifi-
car respuestas inmunes especie-especificas diferen-
ciadas contra P, falciparum.

Materiales y métodos
Recoleccion de las muestras

Los sueros de 33 pacientes diagnosticados con ma-
laria (22 por P, falciparum y 11 por P vivax) sumi-
nistrados por la Fundacién Instituto de Inmuno-
logia de Colombia (FIDIC) fueron usados como
controles positivos. Como controles negativos se
utilizaron 44 sueros de funcionarios del Instituto
Nacional de Salud (INS), que decidieron partici-
par voluntariamente. Para validar el inmunoensayo
con el péptido sintetico, se probaron 251 sueros de
pacientes positivos para malaria por P falciparum
recolectados en el departamento de Cérdoba (Co-
lombia), entre los anos 2009-2010 por el grupo de
Bioquimica del Instituto Nacional de Salud (INS).
El diagnéstico de todas las muestras se hizo por la
técnica de gota gruesa.

Obtencion de extracto de proteinas del parasito

(Ag)

Para la obtencién del extracto de proteinas del
pardsito en estadio de merozoito se realizé un
cultivo asincrénico con mayor cantidad de for-
mas maduras de Plasmodium falciparum, con
la cepa Colombiana FCB2 (INS, CODIGO
MNL-R03.000.3010-002) [10], utilizando san-
gre humana grupo O Rh+, suspendida al 5%, en
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con
HEPES (25mM), NaHCO3 (32mM), glutatiéon
reducido y suero humano inactivo, de acuerdo con
el método de Trager y Jensen [11]. El crecimiento
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de los pardsitos fue monitoreado por observaciéon
microscépica de extendidos tenidos con Giemsa.
Cuando en el cultivo predominaron mds del 20%
de las formas maduras [12], se inicié la prepara-
cién del antigeno. El sedimento de células parasi-
tadas fue suspendido en 10ml de PBS (1X) estéril y
centrifugado. Este procedimiento se repitié 5 veces
y luego se adicionaron 15ml de saponina al 0,1%,
se centrifug6 a 2800g por 30min a 4°C; se descarté
el sobrenadante y al nuevo sedimento se le realiza-
ron 6 lavados con PBS estéril frio. El sedimento se
resuspendié en 1ml de PBS que contenia un coctel
de inhibidores de proteasas; la solucién se sonicé
por pulsos por 5Smin y se dejé a 4°C /4h; después
de este tiempo el contenido se centrifugd a 6.000
rpm (2800g) por 30min a 4°C. El sobrenadante
fue esterilizado por filtracién a través de membra-
na de 0,22um, se recolectd en tubos de 0,4ml y se
almacené a 70°C hasta su uso [13].

Obtencion de péptido sintético (IMT 94)

El péptido IMT94 (*'GDKNEKGQHEIVE-
VEEILPEG’") que corresponde a un fragmento
de la proteina GLURP presente en P falciparum
[14, 15], fue sintetizado siguiendo el método de
sintesis de péptidos en fase s6lida (SPPS, por su si-
gla en inglés) [16,17]. Se siguié la estrategia t-Boc
y resina metilbencidrilamina (BMHA, por sus si-
glas en inglés) (0.5mequiv/g, Bachem). El péptido
sintetizado se separé de la resina utilizando HE
como ha sido reportado [18] y caracterizado por
RP-HPLC (LaChrom) y espectroscopia de masas
MALDI-TOF (Bruker Daltonics).

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) para deteccion de IgG especifica contra
P. falciparum (extracto-péptido)

La estandarizarizacién de la tecnica de ELISA [19]
para la deteccién de IgG especifica contra P falci-
parum usando como antigenos extracto de protei-
nas del pardsito (Ag) y el péptido sintético IMT94
(GLURP), se realizo en tres fases: se determiné la
concentracién éptima de antigeno (extracto/pépti-

do), la dilucién 6ptima de los sueros (muestras) y
se llevd a cabo andlisis de correlacién y de la repro-
ducibilidad de la técnica utilizando 251 sueros de
pacientes diagnosticados como positivos y mues-
tras negativas para malaria causada por P. falcipa-
rum.

Determinacion de las diluciones éptimas del
suero

Péptido sintético IMT94 (GLURP) y extracto de
proteinas (10pug/mL) [15] se incubaron en pozos
de placas para ELISA (96 pozos) a 37°C por 1h,
18h a 4°C, y de nuevo a 37°C por 1h. Las placas
se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0,05% y se in-
cubaron con 0,5% de leche descremada (5%) en
PBS-Tween 0,05% por 1h a temperatura ambiente
(TA). Los sueros (44 negativos, 22 para Pf'y 11
para Pv) fueron adicionados a la placa por dupli-
cado en diferentes diluciones (1:100, 1:200, 1:300
y 1:400). Se incubd por 1h a 37°C y se lavé 5 ve-
ces con PBS-Tween 0,05% para remover el exceso
de anticuerpo no unido al antigeno. Se adicioné
anticuerpo tipo IgG de cabra anti-IgG humano
acoplado a peroxidasa (Vector Laboratories) dilui-
do 1:5000, se incubd 1h a 37°C y se realizaron 5
lavados. Se revelé con el kit Microwell Peroxidase
Substrate System (TMB, KPL Laboratories) y se
ley6 la absorbancia a 620nm en un lector de ELI-
SA (Lab Systems Multiskan MS). Como control
de la técnica se utilizd leche descremada al 5% en
PBS y cada ensayo se realizé por triplicado.

Determinacion de la concentracién optima de
antigeno

Se realizé una prueba de ELISA como la descrita
en el paso anterior utilizando los diferentes sueros
a la dilucién que presenta mejor reconocimiento
de los antigenos y antigeno (Extracto Ag/péptido
IMT94) a tres diferentes concentraciones: 1 pg/
ml, 5 pg/mly 10 pg/ml. Como control de la técni-
ca se utilizd leche descremada al 5% en PBS y cada
ensayo se realizé por triplicado.
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Determinacion del punto de corte

El punto de corte para diferenciar el reconocimien-
to positivo del negativo se calculé como el prome-
dio de las absorbancias de los 44 sueros negativos
para P falciparum + 2 desviaciones estindar.

Estudio de correlacion

Se realizé una prueba de ELISA como la descrita
arriba, utilizando 251 sueros positivos para P fal-
ciparum a la dilucién que presenta mejor recono-
cimiento de los antigenos y fijando el antigeno a
la concentracién determinada que presenta mejor
reconocimiento por los sueros. En este ensayo se
incluyeron 11 sueros negativos para P falciparum 'y
positivos para P vivax (suministrados por FIDIC),
asi como 22 sueros adicionales positivos para P fal-
ciparum y negativos para P vivax. Para determinar
las diferencias en el reconocimiento de los antige-

Plasmodium falciparum

nos (Extracto Ag/péptido IMT94) por parte de los
251 sueros positivos para P falciparum, respecto de
los controles, se utiliz6 el test no-paramétrico de
Kruskal Wallis. Un valor de p<0,05 se consider6
como significativo. Los andlisis estadisticos se rea-
lizaron con el programa SPSS versién 20.

Resultados
Dilucion optima del suero

La dilucién optima del suero, se definié como
aquella dilucién de suero a la cual se observd una
mayor diferencia entre los valores de densidad 6p-
tica (DO) de los sueros positivos y negativos, tanto
para el extracto como para el péptido sintético. Se
observa en la Figura 1 que con los sueros con di-
lucién 1:200 se obtiene diferencias que permiten
definir esta dilucién como la éptima para la reali-
zacién de la prueba.

Figura 1. Determinacién de las diluciones éptimas de suero usando como antigeno extracto proteico. Dilucién optima 1:200.
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Concentracién optima de antigeno

Se estableci la concentracién minima de antigeno
a la cual se observa una mayor diferencia en los va-
lores de DO, entre los sueros positivos y negativos,
sin que variaciones importantes en la concentra-

cién determinaran variaciones significativas en los
valores de DO. La concentracién éptima del anti-
geno tanto para el extracto del pardsito como para
el péptido sintético fue 10pg/ml, como se observa
en la Figura 2.
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Figura 2. Determinacién de la concentracién optima de extracto. Concentracién optima 10 pg/ml
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Estandarizacién final

Los sueros de 251 pacientes positivos para D. falci-
parum y los de 11 pacientes negativos para P falci-
parum y positivos para P vivax se probaron por la
técnica de ELISA en las condiciones éptimas de di-
lucién (1:200) y concentracién de antigeno en 10
pg/ml. Los rangos para los valores de DO obteni-
dos con los sueros negativos fueron de 0,108-0,193

y de 0,066-0,138 para el extracto y el péptido, res-
pectivamente. Con los 251 sueros positivos para
Falciparum, los rangos de DO fueron 0,231-0,751
y 0,211-0,538 para el extracto y el péptido, respec-
tivamente. Los suero positivos para P. vivax pre-
sentaron valores bajo reconocimiento por los dos
antigenos (Figura 3).

Figura 3. Muestra el reconocimiento éptimo de las 251 muestras positivas para P falciparum y controles negativos. A. Extracto del parasito.
B. Péptido sintético.
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Teniendo en cuenta el valor promedio de los valo-
res de absorbancia de los 44 sueros utilizados como
controles negativos, y el valor de su desviacion es-
tindar, el punto establecido de corte para el reco-
nocimiento del extracto y del péptido se ubicé en
0,1 unidades de absorbancia.

Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias en el reconocimien-
to del extracto del parésito y del péptido entre los
tres grupos evaluados (sueros positivos, sueros ne-
gativos y sueros positivos para P vivax) se utilizé
el test no-paramétrico de Kruskal Wallis. Fue con-
siderado como estadisticamente significativo un
valor de p<0,001 tanto en el péptido como en el
extracto. Estos andlisis se realizaron con el progra-
ma SPSS versién 20.

Discusion

Hasta el momento no estdn disponibles comercial-
mente pruebas de diagndstico para malaria basadas
en péptidos sintéticos, pero hay resultados prelimi-
nares que confirman la posibilidad de desarrollo
de pruebas basadas en la deteccién de anticuerpos
y difusién de los antigenos. Este tipo de prueba
serfa de gran valor en el diagndstico individual de
la malaria en dreas no endémicas, asi como en la
delimitacién de zonas de transmisién en los pai-
ses endémicos. Por otro lado, el desarrollo de una
prueba basada en la captura de antigeno serfa de
gran valor para diagndstico rdpido de las personas
infectadas en 4reas endémicas.

La malaria induce una respuesta inmune compleja
e insuficientemente comprendida, con aumento
en la produccién de IgE e IgG. La estandariza-
cién del ensayo inmunoenzimdtico, se encamind
a confirmar la presencia de anticuerpos especificos
contra Plasmodium falciparum en sueros de pa-
cientes diagnosticados con malaria no complicada,
empleando como antigeno un extracto proteico
del pardsito, estadio de trofozoito y un péptido
sintético derivado de una proteina de superficie

Plasmodium falciparum

del merozoito denominada GLURP, permitiendo
de esta manera realizar un diagnéstico especifico
de malaria por P. falciparum. El objetivo fue es-
tandarizar la técnica de ELISA, para determinar la
respuesta inmune humoral mediante la deteccién
de IgG especifica contra P falciparum. Para esto
fue necesario seleccionar el antigeno adecuado para
ser utilizado en la deteccién de IgG especifica para
P, falciparum (extracto proteico, péptido sintético),
validar la técnica mediante ensayos por triplicado
en muestras de pacientes positivos para malaria e
individuos sanos y establecer los puntos de corte

adecuados de deteccién de IgG.

El desarrollo de un método es un paso importan-
te en el proceso de la mejora de todas las pruebas
de diagndstico basadas en sintesis de péptidos. Los
resultados logrados en este trabajo muestran que
tanto con el péptido sintético como con el extrac-
to del pardsito es posible obtener puntos de corte
adecuados, ya que claramente permiten diferenciar
los controles positivos de los negativos. El punto
de corte se ubicé en 0,1 unidades de absorbancia,
valor que permite definir como muestra positiva
para IgG especifica contra P, falciparum, las mues-
tras que estén por encima de este valor. El punto
de corte definido se obtuvo de acuerdo con 2 des-
viaciones estdndar por arriba y por debajo de los
valores obtenidos y que no se interpolaran entre
muestras positivas y negativas. Ademds, al realizar
el test no-paramétrico, se observaron diferencias
estadisticamente significativas de p<0,001 tanto
usando como antigeno el péptido sintético como el
extracto evidenciado claramente la diferencia entre
muestras positivas como negativas (ver Figura 3).

Es de anotar que se presenté un mayor reconoci-
miento de los sueros cuando se utilizé el extracto
como antigeno (rango DO 0,231 - 0,751), que
cuando se usé el péptido sintético (rango DO
0,211 - 0,538). Esto se podria estar relaciona-
do con la cantidad de antigenos en las muestras:
mientras que en el extracto proteico se tienen un
gran numero de antigenos derivados de todas las
proteinas presentes en el estadio de esquizonte, el
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péptido representa un solo antigeno. Estas dife-
rencias en el reconocimiento de los antigenos eva-
luados por los sueros positivos y negativos para P
Jalciparum, muestran que el extracto proveniente
directamente del cultivo del parésito presenta gran
amplitud de respuesta comparada con el péptido,
sin descartar que el péptido pueda emplearse como
un buen marcador antigénico [20]. Interesante-
mente, el reconocimiento de los sueros Pf+ por el
péptido es mayor (rango de DO de 0,183 - 0,417)
que el que se presenta por parte de los sueros de
los voluntarios sanos y los sueros positivos para P
vivax (rango de DO 0,048 - 0,138) (ver Figura 4).

Figura 4. Reconocimiento del péptido sintetico por parte de los
sueros usados como controles positivos (Pf(+)/Pv(-)), controles nega-

tivos sueros Pf(-)/Pv(+) y Pf(-)/Pv(-) (individuos sanos).
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Fuente. Elaboracién propia.

La metodologia usada nos permite identificar res-
puestas inmunes especie-especificas, en particular,
se puede diferenciar la respuesta inmune contra P
falciparum de la respuesta inmune contra P vivax
[21]. Los resultados permiten concluir que los dos
antigenos utilizados (extracto proteico, péptido
sintético) son dtiles para la deteccién de IgG es-
pecifica para P falciparum, por las diferencias sig-
nificativas evidentes entre las densidades dpticas
obtenidas con los sueros de los pacientes diagnos-

ticados por P falciparum y los sueros de pacientes
diagnosticados con P vivax.

La prueba de ELISA estandarizada segtn el pro-
cedimiento aqui descrito, permitié obtener valores
criticos de DO en muestras de suero, que permiten
discriminar entre pacientes sanos y pacientes con
malaria y se puede concluir que esta prueba bajo
estas condiciones constituye una herramienta ttil y
confiable en el diagndstico seroldgico para malaria.
Es conveniente realizar ensayos en sueros de pa-
cientes diagnosticados con otras especies de mala-
ria para determinar si existe o no reaccién cruzada.
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Resumen

Introduccién. Para el fortalecimiento de la calidad del diagnéstico de malaria en Colombia, se
desarrollan los Programas de Evaluacién del Desempefio (PED) en los que participan laborato-
rios privados y pablicos del pais. Objetivo. Analizar los resultados obtenidos en los programas de
evaluacién del desempefio de malaria de los laboratorios de salud publica y privados de Colombia
en el lapso 2015-2016. Materiales y métodos. Se realizé un estudio de tipo retrospectivo me-
diante la revisién de los resultados obtenidos por los LSP y laboratorios privados participantes en
los programas de evaluacién directa e indirecta del desempefio (PEDD, PEID) de malaria duran-
te los afios 2015 y 2016 en términos de participacién, concordancia de positividad y negatividad
(Indice Kappa de Cohen), concordancia de especie, de formas parasitarias y de recuento (Z sco-
re). Resultados. La participacién en el PEID se incrementé de 15% en 2015 a 51% en 2016, asi
como el total de ldminas enviadas que en su mayoria cumplian con los criterios establecidos por el
Laboratorio Nacional de referencia (LNR). La participacién en el PEDD se incrementé de 88%
en 2015 a 94% en 2016, con un Indice Kappa de Cohen de 0,97, una media de concordancia
de especie parasitaria de 83,3% y de formas parasitarias de 62,5% y una concordancia del re-
cuento parasitario mds frecuente entre -0,9 y 0,9, evidencidndose un mejor desempefo en 2016.
Conclusién. Basados en los resultados obtenidos es necesario promover una mayor participacién
de los LSP en los PED de malaria, especialmente en el PEID y aumentar la participacién de los
laboratorio privados.
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Abstract

Introduction. In order to strengthen the quality of malaria diagnosis in Colombia, Performance Eva-
luation Programs (PED) are developed in which private and public laboratories of the country partici-
pate. Objective. To analyze the results obtained in the malaria evaluation programs of the public and
private health laboratories of Colombia from 2015 to 2016. Materials and methods. A retrospective
study was carried out by reviewing the results obtained by the LSPs and private laboratories participa-
ting in the direct and indirect evaluation programs of malaria during the years 2015 and 2016 in terms
of participation, concordance of positivity and negativity (Cohen’s Kappa Index), species concordance,
parasitic and counting agreement (Z score). Results. Participation in PEID increased from 15% in
2015 to 51% in 2016, as well as the total number of sheets sent, which mostly met the criteria establi-
shed by the National Reference Laboratory (NRL). Participation in the PEDD increased from 88% in
2015 to 94% in 2016, with a Cohen’s Kappa Index of 0.97, an average of parasitic species concordance
of 83.3% and parasitic forms of 62.5% and a more frequent parasitic count concordance between -0.9
and 0.9, showing a better performance in 2016. Conclusion. Based on the results obtained, it is neces-
sary to promote greater participation of LSPs in malaria PEDs, especially in SIDS, and to increase the

participation of private laboratories.

Keywords: malaria, quality, diagnosis, laboratory, performance, Colombia.

Introduccion

La malaria en Colombia es un problema de salud
publica, debido a que las caracteristicas eco-epide-
mioldgicas del pais hacen que el 85% del territorio
rural presente condiciones aptas para la transmision
de la enfermedad y que el 60% de su poblacién esté
en riesgo de contraerla. Ademis, el sistema de vi-
gilancia presenta una serie de limitaciones en rela-
cién al reporte de casos, pues no es lo suficiente-
mente sensible para permitir el andlisis inmediato
del riesgo de la transmisién (1). De acuerdo con el
reporte de casos del Sistema Nacional de Vigilan-
cia en Salud Publica (SIVIGILA), para la semana
epidemioldgica 52 de 2016, los casos de malaria se
concentraron principalmente en los departamentos
de Chocé (46.484 casos), Narino (10.950 casos),
Antioquia (7.064 casos), Amazonas (3.536 casos),
Guainfa (2.463 casos), Cérdoba (1.827 casos) y
Distrito de Buenaventura (2.850 casos), con un
total de 83.356 casos notificados de malaria (2).

Desde el inicio, en el afio 1992 de la “Estrategia
Global de Control de la Malaria” hasta la iniciativa,
en el ano 1998 de “Hacer Retroceder la Malaria”, se
ha hecho énfasis en la importancia de garantizar un
diagnéstico temprano y un tratamiento inmediato
en el sistema de prestacién de servicios de salud,
que cuente con un programa de garantia de la ca-
lidad para lograr la idoneidad en el diagnéstico de
paludismo (3,4); por lo que con el fin de propen-
der por el fortalecimiento continuo de la capaci-
dad y calidad diagnéstica de malaria, el Instituto
Nacional de Salud (INS) a través del Laboratorio
Nacional de Referencia (LNR) de Parasitologia de
la Direccién de Redes en Salud Publica (DRSP)
organiza los Programas de Evaluacién Externa del
Desempefio (PEED) y Evaluacién Indirecta del
Desempefo (PEID) que hacen parte de las activi-
dades misionales (5).

El PEED es un procedimiento estandarizado en el
cual se envian ldminas de gota gruesa o extendidos
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coloreados con el objetivo de evaluar la idoneidad
del diagnéstico de malaria en los laboratorios de la

red (6).

Esta estrategia evalta el desempeno de los laborato-
rios a partir de un panel de diez (17) liminas anua-
les (gotas gruesas y extendidos de sangre periférica),
que son previamente identificadas individualmente
con cddigos irrepetibles. Estos items estdn elabora-
dos con especies presentes en la region. Se incluyen
ldminas con diferentes grados de complejidad en
relaciéon a densidad parasitaria, morfologia y arte-
factos; adicionalmente, se envian infecciones mix-
tas de Plasmodium sp. falciparum (P falciparum) y
Plasmodium vivax (P vivax) y de otros hemopara-
sitos, y ldminas negativas, todas de calidad 6ptima.
Los pardmetros a determinar en los items de ensayo
son: positividad o negatividad de las muestras, la es-
pecie o especies presentes en la muestra, la identifi-
cacién morfolégica de las formas sexuadas y asexua-
das y la densidad parasitaria en los items de ensayo
positivos. Los paquetes son enviados por el LNR de
Parasitologia a los Laboratorios Departamentales
de Salud Publica y privados participantes, para que
realicen la lectura y posteriormente, poder evaluar
su desempefo. Las ldminas son revisadas por un
experto antes de su remisién, cumpliendo con las
caracteristicas de homogeneidad y estabilidad 6ép-
timas, de tal forma que la complejidad sea similar
y que la evaluacién sea comparable para todos los
participantes (18).

EI PEID es una actividad internacionalmente cono-
cida como “seguimiento del desempeno”, que con-
siste en una evaluacién retrospectiva del diagndsti-
co que se hace de rutina y se aplica a un porcentaje
determinado de muestras examinadas inicialmente
por los sitios de diagnéstico de malaria, supervisa-
das por los Laboratorios de Salud Publica (LSP) y
finalmente remitidas al Instituto Nacional de Salud
(INS) para su revisién y elaboracién de informes
(19). Los criterios de envio de ldminas definidos
para esta actividad son: ldminas con diagnéstico de
especies diferentes a £ vivax y P falciparum, ldminas
con diagndéstico de infeccién mixta, liminas con re-

publica y privados de colombia 2015-2016

cuentos parasitarios superiores a 50.000 pardsitos/
micro litro (ul) de sangre y ldminas de pacientes
con malaria complicada y probable mortalidad por
malaria. Segtin la OPS, los programas deben ir del
control a la eliminacién mediante la reorientacién
de acciones hacia la eliminacién (23).

Dentro de la reorientacién de las acciones se sefa-
lan algunos cambios dentro del sistema de gestion
de la calidad de diagndstico para que sea comple-
tamente funcional (17) y teniendo en cuenta que
una de las herramientas para monitorear la calidad
del diagndstico microscépico de malaria son los
Programas de Evaluacién del Desempefio se realiza
el presente andlisis de los resultados obtenidos por
parte de los LSP y laboratorios privados que parti-
ciparon durante los afios 2015-2016.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio de tipo retrospectivo mediante
la revisién de los resultados obtenidos por los LSP
y laboratorios privados participantes en los progra-
mas de evaluacién del desempeno de las rondas de
los afios 2015 y 2016 (7-10).

Se realizé el condensado de los resultados del PEID
revisando los registros de ingreso de las ldminas
enviadas por los diferentes LSP. Se hizo un conso-
lidado y comparacién de los resultados obtenidos,
en términos de concordancia general (positividad/
negatividad), concordancia de especie parasitaria y
recuento parasitario. Teniendo en cuenta que los
resultados de estos programas son confidenciales
y s6lo competen al laboratorio participante, se le
asigné un codigo a cada participante (Tablas 1y 2).

El PEED de malaria evalda tres variables de tipo
cualitativo nominal: identificacién parasitaria (pre-
sente/ausente), identificacién de especie (2 vivax, P
Jalciparum, P malariae, P ovale o infeccién mixta),
identificacién de estadios parasitarios (trofozoitos,
esquizontes y gametocitos) y una variable cuantita-
tiva la cual es la densidad parasitaria, dada en nu-
mero de pardsitos por micro litro (ul) de sangre.
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Para el andlisis de la variable identificacién para-
sitaria se calculé el Indice Kappa de Cohen (k),
el cual compara el desempeno del participante,
frente al valor asignado del item de ensayo, co-
rrigiendo la concordancia debida al azar. Para el
andlisis de las variables, identificacién de especie
e identificacién de estadio parasitario, se estima-
ron las frecuencias de concordancia. Finalmente,
para el recuento parasitario, se realizé el cilculo
del puntaje Z (Z score) (18), el cual estima la dis-
tancia en desviaciones estandar entre el resultado
de la medicién del participante y la media de los
resultados de todos los participantes. En este caso,
cuando el valor obtenido en la evaluacién este mds
cercano a 0 (cero), mds se acerca al valor asignado
y mejor serd su desempeno (Tabla 3) (19).

Analisis estadistico

A partir de los consolidados se elaboré una base de
datos que incluyé los resultados de las evaluaciones
del desempefio de cada uno de los participantes.
De las variables cualitativas se evalué la concor-
dancia entre observadores, respecto a positividad/
negatividad con el indice Kappa de Cohen, para
especie parasitaria y estadios parasitarios, se estima
la frecuencia de concordancia. Para la variable de
los Z score, se analizé la frecuencia del puntaje
por medio de rangos. Los datos fueron tabulados y
procesados en hojas de célculo (Excel Vista®).

Resultados

En relacién al Programa de Evaluacién Indirecta
del Desempeno, se evidencié que en el ano 2015
solo el 15% (5/33) de los laboratorios departa-
mentales reportaron esta actividad. Sin embargo,
para el afo 2016 el porcentaje de participacién se
increment6 a un 51% (17/33).

Sobre el total de ldminas enviadas en las dos ron-
das del PEID, se evidencia que en su mayoria
cumplian con los criterios establecidos. Se reci-
bieron ldminas de infecciones mixtas, recuen-
tos superiores de 50.000 pardsitos/ul de sangre

y ldminas de posibles mortalidades por malaria.
Se evidencié un caso de malaria por Plasmodium
ovale, y ninguna ldmina de P malariae (Tabla 4).

Para 2015, el total de ldminas enviadas fue de 7
con un promedio de concordancia general en
identificacidn parasitaria (positivo/negativos) del
100%, y concordancia en identificacidon de espe-

cie del 100% (Tabla 1).

En el ano 2016 se enviaron en esta actividad un
total de 69 ldminas. El promedio de concordancia
en identificacién parasitaria fue 100%, el percen-
til 90 de la identificacién de especie fue 100%
(Tabla 2).

Respecto a la concordancia de recuento, tanto
para las ldiminas enviadas durante el 2015 como
el 2016, todas cumplieron con el criterio de la
Organizacién Panamericana de la Salud (OPS)
respecto a una concordancia = 50% con respecto
al recuento reportado por el Laboratorio Nacio-
nal de Referencia.

Para el PEED de malaria, durante el ano 2015
participaron 38 laboratorios (29 LSP (88%) y 9
laboratorios privados), obteniéndose un prome-
dio del Indice Kappa de Cohen de 0,97 respecto
al item de positividad/negatividad. Para el ano
2016 participaron 40 laboratorios (31 LSP (94%)
y 9 laboratorios privados), obteniéndose también
un promedio de Kappa de 0,97 respecto al item
de positividad/negatividad. Los porcentajes de
concordancia con relacién a la especie parasitaria
se calcularon por cada una de las muestras evalua-
das en cada uno de los afos, al igual que el por-
centaje de concordancia por estadio parasitario.

(Tabla 5y 6).

Con relacién a la evaluacién de la concordancia
en la variable cuantitativa, el recuento parasita-
rio se midié en “Z score”. Los resultados mds fre-
cuentes fueron entre -0,9 y 0,9, en ambas rondas.
Sin embargo, se evidencia un mejor desempeno

en 2016 (Tabla 3).
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Discusion

Es necesario fortalecer la participacién de los La-
boratorios de Salud Pablicay Secretarias de Salud
en el programa de PEID de malaria (20), ya que
aunque el objetivo de ajustar los criterios de envio
de las ldminas de malaria fue disminuir el niimero
de ldminas enviadas al LNR, todos los departa-
mentos deben participar en esta actividad como
parte del aseguramiento de la calidad del diagnds-
tico. Ademds, teniendo en cuenta el nimero de
casos de infecciones mixtas y de complicaciones y
mortalidades por malaria notificados al SIVIGI-
LA durante estos afios, no se estd cumpliendo con
los criterios de envio definidos por el LNR para
este evento.

Los resultados obtenidos por los laboratorios par-
ticipantes son una herramienta importante para
monitorear la calidad del diagnéstico (21), es-
pecialmente bajo criterios que no son de rutina
diagnédstica y que implican un grado mayor de
habilidad y conocimiento por parte del microsco-
pista. Aunque los resultados obtenidos muestran
en general buenas concordancias de especie y re-
cuento, es de anotar que hubo laboratorios que
tuvieron concordancias muy bajas, lo que permite
identificar falencias para que los LSP programen
readiestramientos para el talento humano de la
red de diagndstico de malaria departamental y
municipal, tanto en el dmbito publico como en el
privado (22).

Por otra parte, ya que el nimero de ldminas re-
cibidas en el LNR del INS para esta actividad es
menor, esto permite que los resultados de esta ac-
tividad sean oportunos y permitan impactar direc-
tamente en la salud del paciente si hubo errores de
diagnédstico que conllevaron a la administraciéon
de un tratamiento inadecuado.

La participacién en el PEED de malaria por parte
de los LSP fue mayor al 85%, porcentaje que aun-
que es bueno, se debe incrementar ya que esta ac-
tividad debe contar con la participacién del 100%

publica y privados de colombia 2015-2016

de los LSP del pais, siendo uno de los principales

obstéculos la estabilidad de recurso humano (8).

Respecto al porcentaje de acuerdo PEED durante
el ano 2015, el menor porcentaje de concordan-
cia de especie (72,2%) y de estadios parasitarios
(50%) se obtuvo con la muestra 3, la cual era
positiva para P vivax, con un alto porcentaje de
trofozoitos jévenes, lo que generé confusién en
muchos participantes que la diagnosticaron erré-
neamente como P falciparum o infeccién mixta
y que solamente vieron las formas de trofozoitos
y no evidenciaron la presencia de esquizontes ni
gametocitos en la muestra (13-15).

Respecto al porcentaje de acuerdo PEED durante
el ano 2016, el menor porcentaje de concordancia
de especie (75%) se obtuvo con la muestra 7, la
cual era positiva para P vivax, con una baja parasi-
temia, lo que generé confusién en muchos partici-
pantes que la diagnosticaron erréneamente como
P falciparum o P malariae. En cuanto a estadios
parasitarios el menor porcentaje de concordancia
se obtuvo en la muestra 4 (20%) ya que solamen-
te vieron las formas de trofozoitos y no eviden-
ciaron la presencia de esquizontes ni gametocitos
en la muestra. En estudios realizados en Pert y
Venezuela, en donde se evalud la calidad del diag-
néstico hecho por los microscopistas, se hallaron
concordancias entre 50% y 70% encontrindose
que los factores que afectan la concordancia son
la falta de actualizacién y el tiempo de permanen-
cia de los microscopistas en el sitio de diagndstico
(23). Estos hallazgos también se pueden aplicar a
las bajas concordancias en algunas de las muestras
examinadas en el PEED de nuestro pais (24-26).
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Anexos

Tabla 1. Resultados de PEID Malaria 2015.

Programa de Evaluacién Indirecta del Desempefo Malaria 2015

Laboratorio de Salud Liminas enviadas segiin Concordancia en Concordancia en
Publica criterios establecidos identificacion parasitaria | identificacion de especie

1 1 100 100
2 1 100 100
3 1 100 100
4 3 100 100
5 1 100 100
Total 7 NA NA

Fuente. Elaboracién propia.

Tabla 2. Resultados de PEID Malaria 2016.

Programa de Evaluacién Indirecta del Desempeno Malaria 2016

Laboratorio de Salud Liminas enviadas segiin Concordancia en Concordancia en
Publica criterios establecidos identificacién parasitaria | identificacién de especie

6 13 100 100
7 8 100 100
8 2 100 100
9 4 100 100
10 3 100 0
11 6 100 100
12 2 100 100
13 2 100 100
14 1 100 100
15 3 100 0
16 6 100 100
17 4 100 100
18 4 100 100
19 1 100 50
20 2 100 100
21 6 100 83
22 2 100 100
Total 69 NA NA

Fuente. Elaboracion propia.



Cortes et al. Analisis de los programas de evaluacion del desempefio de malaria de los laboratorios de salud
publica y privados de colombia 2015-2016

Tabla 3. Distribucién de Z Score segtin afo.

2015 2016
Rango Frecuencia % Frecuencia %

-4,0 a-2,0 2 1,5% 0 0,0%

-1,99 a-1,00 17 12,6% 13 5,8%

-0,99 20,99 99 73,3% 191 85,7%

1,00 a2 1,99 15 11,1% 12 5,4%
2,0a3,0 1 0,7% 2 0,9%
Mayor a 3,0 1 0,7% 5 2,2%

Total 135 100,0% 223 100,0%

Fuente. Elaboracién propia.

Tabla 4. Numero de ldminas para PEID segun criterio.

Criterio 2015 2016
Infeccién por Plasmodium falciparum (recuentos mayores a 50.000parasitos/ ) 3
uL, malaria complicada o mortalidad)
Infeccién por Plasmodium vivax (recuentos mayores a 50.000parasitos/uL, 3 20
malaria complicada o mortalidad)
Infeccién mixta 2 4
Laminas negativas 0 12
Infeccién por Plasmodium ovale 0 1
Total 7 69
Fuente. Elaboracién propia.
Tabla 5. Porcentaje de acuerdo PEED 2015 en evaluacion de Tabla 6. Porcentaje de acuerdo PEED 2016 en evaluacion de
concordancia de especie y estado segtin muestras positivas. concordancia de especie y estado segtin muestras positivas

Porcentaje de acuerdo PEED 2016

Muestra Estadios parasitarios

Porcentaje de acuerdo PEED 2015

Muestra Estadios parasitarios 2 92,5% 67,5%
1 100,0% | 72,2% 3 92,5% 85,0%
3 72,2% 50,0% 4 87,5% 20,0%
7 77,8% 50,0% 6 95,0% 80,0%
9 83,3% 77,8% 7 75,0% 30,0%
Media 83,3% 62,5% 10 85,0% 32,5%

Media 87,9% 52,5%

Fuente. Elaboracién propia. Fuente. Elaboracion propia.

29



Articulo corto

Indagacion exploratoria in vitro de la capacidad
degradadora de la cepa comercial Pleurotus ostreatus
sobre dos concentraciones de petroleo crudo

In vitro inquiry on two concentrations of crude oil degradation ability by a
commercial strain of Pleurotus ostreatus

Luisa Fernanda Boada Hurtado ', Jimena Sanchez Nieves , Yih Wen Fung 3

Resumen

Objetivo. Evaluar la potencial actividad degradadora de la cepa comercial Pleurotus ostreatus so-
bre petréleo crudo como dnica fuente de carbono. Método. Se empled un indculo de 10mg del
hongo en medio minimo liquido de sales con volimenes de 0,5% y 1% de petréleo en agitacién
constante durante 21 dias a temperatura ambiente, registrando peso seco a los 0, 8,15 y 21 dias.
Resultados. Se obtuvo un médximo de biomasa 45mg para 0,5% de 39mg para 1%. Esto sugiere
que el hongo sufre una adaptacién fisioldgica para utilizar el petréleo crudo para su crecimiento.

Palabras claves: degradacién fungica, macromicetes, hidrocarburos.

Abstract

Objectives. To evaluate the potential crude oil-degrading activity of Pleurotus ostreatus using it as
the sole source of carbon and energy for growth. Methods. An inoculum of 10 mg of the fungus
in the minimal liquid of salt with 0.5% or 1% crude oil in constant agitation for 21 days was
used. Dry weight at 0, 8, 15 and 21 days was obtained. Results. The maximum biomass with
a value of 45mg of 0.5% oil treatment registered while the 1% oil treatment reached a value of
39mg. These values suggest physiological adaptation of the fungus to crude oil as its sole carbon
source for growth.

Keywords: crude oil, fungi mediated-biodegradation, macromycetes.
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Desarrollo investigativo

La cepa Pleurotus ostreatus se obtuvo de manera co-
mercial y fue preservada a 4°C. Para su activacién se
realizaron repiques en cajas de Petri con medio Agar
Papa Dextrosa (PDA) Merck, incubando a 25°C
durante 5 dfas. Se empleé un medio minimo de
sales para hongos celuloliticos modificado (HCM)
descrito por Rivera et al. (1): (NH,) SO, (0,5gL™),
KH,PO, (1,0gL"), KCI (0,5gL"), MgSO,.7H,0
(0,2gL"), CaCl, (0,1gL") y agua destilada a pH
6,0. Como tnica fuente de carbono se manejaron
dos concentraciones de petréleo crudo (0,1% v/v
y 0,05% v/v), caracterizado como petréleo crudo
liviano 31 grados API (American Petroleum Ins-
titute), proveniente del pozo Trinidad (Casanare,
Colombia). Para la fermentacién en estado liquido
(FEL) se distribuyeron tubos falcén de 45ml BIO-
LOGIX en tres grupos: controles y tratamientos a
0,1%y 0,05%. Los controles se dividieron en: sales
+ hongo (SH), sales + petréleo (SP) (control de es-
terilidad) y petréleo + hongo; todos estos con 9ml
del medio minimo de sales completando con 10ml
del tratamiento correspondiente. Todos los trata-
mientos se mantuvieron en agitacion constante a
120rpm por un periodo de 21 dias en un agitador
THYS 2 Shuttletrequenz 80521. La biomasa gana-
da se cuantificé por triplicado filtrando el conteni-
do de los tubos filcon en filtros Munktell (didme-
tro 125mm), deshidratindolos en horno a 70°C
durante 3 horas y hasta alcanzar peso constante. Se
tomaron cinco papeles de filtro impregnados con

las cantidades de petrdleo correspondientes (cinco
para cada una) y se llevaron al horno por 3 horas a
70C°, tomando asi los pesos de cada uno por con-
centracién y promediando, este resultado fue resta-
do a los filtros utilizados en cada una de las etapas.

Los resultados de biomasa obtenidos en los trata-
mientos fueron sometidos a un andlisis estadistico
mediante el software PAST para datos no paramé-
tricos, con un indice de significancia p< 0,05. Para
determinar la importancia de las concentraciones
entre tratamientos se aplicé la prueba no paramé-
trica Manni — Whitney arrojando un valor mayor
al valor estimado p (0,05) de p = 0,5354, indican-
do que no hay diferencias significativas de los pesos
obtenidos entre tratamientos. El andlisis estadistico
con la prueba para datos no paramétricos Krustal —
Wallis arrojo un valor p (same) = 0,001 (concentra-
cién 0,5%) y p (same) = 0,008 (concentracién 1%)
menores al estimado mostrando que los pesos en
los tratamientos son significativos en comparacién
con sus controles. El tratamiento 0,5% present6
un comportamiento de fase logaritmica en los pri-
meros 15 dias: el pico més alto en el dia 15, con una
biomasa total de 45mg, seguida de una fase de de-
clinacién hasta el dia 21, con una biomasa total de
21mg. Para los controles se report6 una biomasa de
24mg para el control SH y de 15mg para el control
PH (Tabla 1; Fig.1).

Tabla 1. Peso seco en miligramos (mg) por dias correspondiente al tratamiento 0, 5 % v/v petréleo crudo. W: peso seco.*PH: petréleo
+hongo. **SH: sales + hongo. Desviacién estandar: W: 0,016 9; PH: 0,0054; SH: 0,0104.

BIOMASA (mg
o el ol =
0 7 8 6
8 37 16 24
15 45 17
21 21 3 1

Fuente. Elaboracién propia.
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ostreatus sobre dos concentraciones de petréleo crudo

Figura 1. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus cepa O1 Champinfung en el tratamiento 1 (0,5% petrdleo crudo V/V).
50
40
30

20

—&—W* del micelio obtenido S+H+P petroleo (0,5%)
—#—Control (PH)*
+—Control (SH)**

Fuente. Elaboracién propia.

El tratamiento 1%, presenté un ascenso en el dia 8 38 mg. Los controles reportaron maximos de 24mg

registrando un peso de 39mg; posteriormente, un  para el control SH, 11mg para el control PH (ver
descenso en el dia 15, con un peso de 20mg, reto-  Figura 2; ver Tabla 2).
mando el crecimiento a los 21 dias con un peso de

Figura 2. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus cepa O1 Champinfung en el tratamiento 2 (1% petrdleo crudo V/V).

Biomasa (mg)
2

Dias

—o—W* del micelio obtenido S+H+P petroleo (1%)
—a— Control (PHy*

~—Control (SHy**

Fuente. Elaboracién propia.

Tabla 2. Peso seco en miligramos (mg) por dias correspondiente al tratamiento 1 % v/v petréleo crudo. W: peso seco.*PH: petréleo +hongo.
**SH: sales + hongo. Desviacion estdndar: W: 0,016 9; PH: 0,0054; SH: 0,0104

BIOMASA (mg)
S
0 4 0 .
8 39 1 24
15 18 7 17
21 38 2 1

Fuente. Elaboracién propia.
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Segin los resultados obtenidos, se evidencié6 creci-
miento en presencia de petréleo crudo en las dos
concentraciones (3-5). Las dindmicas del hongo
reflejan la versatilidad del mismo para adaptarse a
condiciones extremas en ausencia de fuentes tradi-
cionales de carbono (2, 6), donde para el presente
estudio fue sustituido por el hidrocarburo. Para el
caso del tratamiento 1% se obtuvo una curva de
crecimiento particular registrando dos picos, este
resultado posiblemente puede atribuirse a la pre-
sencia de reservorios de glucdgeno por parte del
hongo que en condiciones de estrés pueden ser uti-
lizados (7). Este comportamiento ha sido también
reportado en organismos como Mycobacterium sp,
Pseudomonas sp y Sphingomonas sp (11), Penicillium
sp, Trichoderma sp y Aspergillus sp (1), Phanerocae-
te chrysosporium (12), Pseudotrametes gibbosa (13).
Para evaluar la influencia de la concentracién de
petrédleo (0,5% y 1%) con respecto a la biomasa
ganada (9-10), el andlisis estadistico arroja un p=
0,56, indicando que no hay diferencias significa-
tivas entre concentraciones de petréleo crudo con
respecto a la ganancia de biomasa, por lo cual se
puede suponer que la concentracién de petrdleo
dentro de estos valores es independiente al creci-
miento del hongo (8). A pesar de que se presenta
mayor acumulacién de biomasa en menos tiempo
a mayor concentracién, es realmente el tiempo que
toma la activacién del hongo lo que permite que
degrade el sustrato; por lo cual, mientras éste pueda
sintetizar las enzimas necesarias, podrd degradarlo y
crecer en dicho sustrato (12-16).
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Articulo original producto de la investigacion

Evaluacion in vitro de la capacidad biorremediadora
de hongos filamentosos sobre petroleo crudo

Bioremediative Capacity Evaluation in vitro of the filamentous fungi on
crude oil

Claudia Cristina Bedoya Ciro!, Luis Hernando Estupiiian B>

Resumen

Objetivo. Evaluar la capacidad biorremediadora de algunas especies de hongos filamentosos en
suelos contaminados con petréleo crudo. Métodos. Se aislaron 138 cepas a partir de 90 culti-
vos primarios en muestras de suelos obtenidas en los municipios de Yondé (Antioquia), Acacias
(Meta) y Tumaco (Narino), se identificaron las especies por medio de claves taxonémicas y la
amplificacién por PCR de la regién ITS ubicindose en siete géneros de hongos filamentosos.
Del total de las especies se escogieron tres para el experimento que fueron: Neosartorya sp. Cepa
AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1; se realizé la micorremedia-
cién con la técnica de Landfarming modificado al disefiarse un microcosmos con 50g de suelo
contaminado con petréleo crudo °API de 21.6 a concentraciones de 20.000 ppm y 30.000ppm
para cada una de las especies en un inéculo de 300 conidios/ml en agua destilada, ajustado en
cdmara de Neubauer vy las tres especies en consorcio en suelo contaminado con petrdleo crudo
°API de 21.6 a concentraciones de 40.000ppm, 60.000ppm, 80.000ppm y 100.000ppm con un
inéculo de 300 conidios/ml. Se valoré el proceso por espectofotometria. Ademds se establecié las
enzimas empleadas en la micorremediacién y la citotoxicidad de las cepas empleadas. Resultado.
La micorremediacién realizada por las especies individuales fue en promedio entre 2 y 6 dias y
cuando se aplicaron las tres especies en consorcio se realiz en un promedio entre 6 y 10 dias, la
enzima empleada es peroxidasa y la citotoxicidad es negativa.

Palabras claves: Petréleo, contaminacién ambiental, extremofilos, suelo, aplicacién en el terreno.
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Abstract

Objective. Evaluate the bioremediation capacity of some species of filamentous fungi in soils conta-
minated with crude oil. Methods. 138 strains were isolated from 90 primary culture in soil samples
obtained in the municipalities of Yondé (Antioquia), Acacias (Meta) and Tumaco (Narifio), species
were identified by means of taxonomic keys and PCR amplification of the ITS region located in se-
ven genera of filamentous fungi. Of the total of the species, three were chosen for the experiment,
which were: Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 and Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1;
Micoremediation was performed with the modified Landfarming technique when designing a micro-
cosm with 50g of soil contaminated with crude oil API 21.6 at concentrations of 20,000 ppm and
30,000ppm for each of the species in an inoculum of 300 conidia / ml in water distilled, adjusted in
Neubauer chamber and the three species in consortium in soil contaminated with crude oil API 21.6
at concentrations of 40,000ppm, 60,000ppm, 80,000ppm and 100,000ppm with an inoculum of 300
conidia / ml. The process was evaluated by spectrophotometry. In addition, the enzymes used in the
micoremediation and cytotoxicity of the strains used were established. Result. The micoremediation
performed by the individual species was on average between 2 and 6 days and when the three species
were applied in a consortium it was carried out on average between 6 and 10 days, the enzyme used is

peroxidase and the cytotoxicity is negative.

Keywords: Oil, environmental pollution, extremophiles, soil, application in the field.

Introduccion

Los suelos contaminados por derrame de petrd-
leo crudo son un problema de gran trascendencia
mundial. Particularmente, su impacto es negativo
Colombia, por su potencial agricola y forestal (1, 2,
3, 4, 5, 6). La transformacién en los dltimos afos
hacia la produccién petrolera, bajo el amparo de la
“locomotora minero energética’ emprendida por
los dltimos gobiernos nacionales, regionales y loca-
les generaron que en la actualidad la industria pe-
trolera tenga titulos para la produccién o extracciéon
de petréleo crudo para 26 millones de hectdreas,
equivalente al 21% del total del territorio nacional
(7,8). Las redes de transporte de este mineral, como
son oleoductos y poliductos, poseen una longitud
calculada en 5.467 kilémetros, cruzan el territorio
colombiano de oriente a occidente hacia los princi-
pales puertos maritimos que a su vez son los lugares
de extraccién del crudo del pais (9). Estas redes de
transporte atraviesan diversos e invaluables ecosis-
temas en los cuales, ya sea por accidente o por moti-
vaciones delictivas son destruidos, ocasionando un
derrame de petréleo crudo y generando contamina-
cién de suelos, agua y aire (4).

Benavides y colaboradores (10) estimaron que entre
1986 y 1998, segin datos oficiales publicados en
este campo, los atentados a oleoductos en Colom-
bia generaron el derrame de dos millones de barri-
les de petréleo, los cuales afectaron cuerpos hidricos
y suelos de uso tanto agro-industrial como forestal.
Otros investigadores (7, 11) aseguraron que se ha
derramado 7.6 veces mds que el petréleo que se de-
rramd en el desastre del buque Exxon Valdés entre

Alaska y Canadd el 24 de Marzo de 1989.

Segin Wang (12), las caracteristicas inherentes del
petréleo crudo corresponden a una mezcla de varias
sustancias de origen orgdnico con variado tamafo y
estructura, con la capacidad de afectar grandes ex-
tensiones de suelo y cuerpos hidricos tanto superfi-
ciales como subterrdneos, los cuales en su mayoria
pueden ser recuperados totalmente por la combina-
cién de tecnologias desarrolladas para este fin. En
un derrame de petréleo crudo en el suelo se afecta
su estructura fisico-quimica y bioldgica, como por
ejemplo la relacién carbono, nitrégeno y fésforo.
Este dltimo elemento es considerado escaso para
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los suelos colombianos, lo cual genera un impac-
to directo en los procesos fotosintéticos en plantas
y altera la biota circundante (13,14). Ademds hay
afectacién severa sobre la germinacién de semillas
ya que inhiben dicho proceso, altera el crecimien-
to vegetal y produce necrosis foliar (15,16). Asi,
se reducen drasticamente las poblaciones macro y
microbianas nativas, lo cual es perjudicial y tras-
cendental para Colombia, pues al ser un pais mega
diverso, la ocurrencia de un derrame de petréleo
crudo impacta su potencial biolégico (2,3).

Dentro de las pocas especies que sobreviven a la
contaminacién con petrdleo crudo, hacen parte los
hongos filamentosos. Estos se caracterizan por ser
aerobios, de amplia distribucién geogrifica, extre-
mofilos (es decir, capaces de reproducirse en nive-
les de pH que oscilan entre 3 hasta 12), resistentes
a temperaturas entre 2°C y 60°C; en su mayoria
son simbidticos con las demds especies microbia-
nas presentes en los suelos, y los hidrocarburoliticos
poseen un mecanismo de supervivencia adaptati-
vo para utilizar el carbono desde el petréleo crudo
como fuente energética, lo cual permite utilizarles
como organismos promisorios en procesos de bio-
rremediacién (12,17,18).

Al utilizar una técnica de biorremediacién in situ,
posterior a un derrame de petréleo crudo sobre
suelo, los hongos filamentosos hidrocarburoliti-
cos son utiles ya que al no generar metano como
residuo final del proceso, son organismos que no
contribuyen al efecto invernadero y al cambio cli-
matico (19). Una de las causas de estos problemas
ambientales es la acumulacién de gases t6xicos en el
ambiente como son el anhidrido carbdnico, éxido
nitroso, 0zono, amonio y metano; este ultimo tiene
una vida media en la atmésfera de 12 anos y con-
tribuye 25 veces mds al calentamiento global que
el anhidrido carbénico. El residuo final al utilizar
hongos filamentosos hidrocarburoliticos son bio-
masa, agua y CO (12, 20, 21, 22, 23, 24,25).

El mecanismo de accién de los hongos filamen-
tosos estd basado en la acrobiosis, se destaca por

crudo

desencadenar un proceso totalmente oxidativo del
sustrato para obtener su energia metabélica y el de-
sarrollo de su cadena respiratoria, en donde el oxi-
geno actia como aceptor final de electrones (26).
En la presencia de oxigeno molecular es cataliza-
do por enzimas presentes en el citoplasma celular,
denominadas oxigenasas; las cuales pueden ser de
tipo monooxigenasa (esto es, que incorporan un
solo dtomo al proceso y reducen el otro para gene-
rar agua) o dioxigenasa (es decir, las que adhieren
ambos dtomos de oxigeno al proceso) (27, 28, 29,
30,31). Cabe resaltar que la actividad enzimdtica de
los hongos filamentosos se presenta a partir de tres
mecanismos enzimdticos, lignina oxidasas, lignina
per oxidasas y lignina hidrolasas (28, 32, 33, 34,
35, 36,37).

En el desarrollo de este proyecto se aislaron hon-
gos filamentosos presentes en suelos contaminados
por derrame de petréleo crudo en tres lugares co-
rrespondientes a tres regiones de Colombia, a sa-
ber, Antioquia, Meta y Narino, con caracteristicas
ambientales diferentes. Se evalué su capacidad bio-
rremediadora in vitro sobre este sustrato en suelo
contaminado con este, artificialmente por medio
de la técnica landfarming modificada a diferentes
concentraciones y se determiné el mecanismo de
accién por el cual dichas especies degradan el con-
taminante mencionado.

Metodologia

Muestreo del suelo: se recolectaron muestras de
suelo en tres lugares geogréficos diferentes en Co-
lombia (figura 1), en los cuales hubo derrames de
petrdleo crudo desde oleoductos, con la finalidad
de aislar especies de hongos filamentosos.
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Figura 1. Localizacion de los sitios de muestreo.

TuMAZD
PARTIG

Fuente. (Tomado de: http: //www.zonu.com/fullsize2/2009-11-18-11141/Mapa-Politico-de-America-del-Sur.html, http: // histérico.presi-
dencia.gov.co/asiescolombia/mapacol.htm.http://www.tumaconarino.gov.co/mapas_municipio.shtml?apc=bcxx-1-&x=1364266), modifica-
day disefiada por Daniela de Los Angeles Ciceres Bedoya.

En el cuadro 1 se indican las caracteristicas de los si-
tios de muestreo y datos de su localizacién. La toma
de muestras de suelo se realizé por medio de la ela-
boracién de cajuelas de 20cm X 20cm X 10cm de

no en el municipio de Yondé (Antioquia). En la re-
coleccién de las muestras de suelo en el municipio
de Acacfas (Meta) y Tumaco (Narifio) se utiliz6 cu-
charén de draga manual debido a que el suelo con-

40

las cuales se extrajeron 500g de muestra con barre-

taminado estaba cerca a los cuerpos de agua (41).

Cuadro 1. Caracteristicas de los lugares donde se tomaron las muestras de suelo contaminadas con hidrocarburos.

YONDO (ANTIOQUIA)

Zona rural del municipio, altitud: 75
m.s.n.m. Temperatura promedio 30°C,
humedad relativa 85% y precipitacion
2.150 mm (promedios multianuales)

(IDEAM 2015).

En la zona, posterior al derrame de
hidrocarburo, no crece vegetaciéon
pese a no observarse el contaminante,
fue un derrame ocasionado por un
atentado. Las coordenadas son: 6° 59°
31,0" N, 73° 56’ 50.3” Wy 73° 56’
54.0” W.

Los suelos son 4cidos hasta neutros

y moderadamente alcalinos, con

alto contenido orgdnico, muchos de
ellos de origen volcdnico y con altos
contenidos de aléfono, profundos

y de buena textura, algunos francos
arcillosos de topografia plana tienden a
ser inundables. (Pallarez 2015)

ACACIAS (META)

Zona rural del municipio, altitud es de
498 m.s.n.m. Temperatura promedio
25°C, humedad relativa 75%,
precipitacién 3.000 mm (promedios
multianuales) IDEAM 2015).

Derrames ocasionados por descuidos
consecutivos en la operacién de
extraccion y que afectd varios cuerpos
de agua y suelos de las laderas. Las
Coordenadas son: 3° 49’ 35.9” Ny 03°
57°2009” Ny73°37 51”7 Wy73°
437 40.0” W.

Los suelos son de baja fertilidad y de
alta resistencia a la alteracidn, son ricos
en hierro y aluminio y se caracterizan
por bajos contenidos de carbono
orgdnico y minerales primarios.
(Pallarez 2015).

TUMACO (NARINO)

Zona rural del municipio, altitcud es
de 1 m.s.n.m. Temperatura promedio
28°C, humedad relativa 83.86% y
precipitacién 2.531 mm (promedios
multianuales) IDEAM 2015).

En las laderas del rio Inda, municipio
de Tumaco, departamento de Narino.
La zona se caracteriza por derrames
ocasionados por atentados terroristas
al oleoducto en cercanias al puerto en
el Pacifico. Las coordenadas son 1° 26’
11.0” y N'y 1° 26’ 14.0” N y 78° 31’
26.5” Wy 78°31 28.0” W.

Son suelos que se caracterizan por ser
fértiles y de pH entre 6.0 hasta 6.9
(Pallarez 2015).

Fuente. Elaboracién propia.
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Se tomaron 10 muestras de suelo por sitio de
muestreo en las dreas mencionadas, con el propé-
sito de homogenizarlas (42). Ademds, se tomé una
muestra de suelo control correspondiente a cada
sitio muestreado, en lugares sin rastro o eviden-
cia de afectacién por contaminacién con petréleo
crudo, para realizar la comparacién respectiva. El
muestreo fue de tipo preferencial en el sentido que
se localizaron las zonas de afectacién por petréleo
crudo para tomar las muestras y de alli fue recolec-
tado el suelo, igualmente se hizo lo mismo para las
muestras control. Se selecciond este tipo de mues-
treo por las complicaciones existentes, de accesi-
bilidad y seguridad, para acceder a los puntos de
muestreo con suelos contaminados con petréleo
crudo.

Condiciones de transporte de las muestras: las
muestras fueron colocadas en bolsas de papel y de
pléstico previamente esterilizadas; se tomaron en
total 33 muestras, las cuales fueron depositadas
en una nevera de icopor con hielo con el fin de
preservarlas en una temperatura de 4°C y trans-
portadas inmediatamente a los laboratorios de la
Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales
para su procesamiento basado en la norma (43).

Siembra primaria de las muestras de suelo: se
sembraron las muestras de suelo contaminadas
con petréleo crudo, recolectadas previamente en
cada uno de los lugares donde se obtuvieron las
muestras de suelo originalmente, por triplicado,
para un total de noventa y nueve cajas de Petri,
posterior a hacerse una dilucién en 5ml de solu-
cién salina al 0.9%, con 1g de la muestra de suelo,
directamente sobre el medio PDA + cloranfenicol
por un periodo entre 2 a 7 dias a 25°C. El proto-
colo fue modificado segiin la metodologia (43).

Aislamiento e identificacion de hongos filamen-
tosos de las muestras de suelo: se seleccionaron
cepas de hongos filamentosos que crecieron en el
cultivo primario por zona de muestreo y cada una
de ellas fue sembrada en una caja de Petri con el
medio PDA + cloranfenicol, se incubé entre 2 y

crudo

7 dias a 25°C, para su posterior identificacién; al
final del proceso, se seleccionaron los hongos con
crecimiento en comdn en los tres suelos muestrea-
dos y se identificaron a partir de las caracteristicas
macroscépicas y microscépicas utilizando claves

taxonémicas (45,46,47).

Cuantificacion del petréleo crudo en los suelos
muestreados: después de realizar la extraccién y/o
fraccionamiento del petréleo crudo contenido en
una muestra de suelo, estos se pueden cuantificar
por varios métodos, en este caso se realizé la cuan-
tificacién por método gravimétrico (48).

Andlisis fisico-quimico del suelo muestreado
inicialmente y contaminado con petréleo crudo
y las muestras control: las pruebas bdsicas que se
realizaron a las muestras de suelo contaminadas
con petréleo crudo fueron: pH, amonio, conduc-
tividad eléctrica, fosfatos, nitratos y nitritos basa-

do en él (48,49).

Caracterizacion del petréleo crudo: se realizé
una caracterizacién del petréleo crudo por medio
de las pruebas BSW y el °API, para saber qué tipo
de crudo se estaba empleando en la evaluacién de
la capacidad biorremediadora iz vitro, teniendo en
cuenta que el origen de éste es de un pozo petro-
lero de Puerto Gaitdn (Meta) segin lo establecido

(50,51).

Método de agitacion por centrifugacion para la
determinacion de la capacidad biorremediado-
ra de los hongos filamentosos: este método cuan-
titativo para la extraccién de petréleo crudo de
sustratos como el suelo, es utilizado por su econo-
mia, rapidez y sencillez en la técnica. En cuanto a
la velocidad de agitacién y volimenes de solventes
por utilizar, esta se basa en los métodos descritos

en (48, 52, 53, 54, 55,50).

Método de evaluacion in vitro de la capaci-
dad biorremediadora de tres cepas de hongos
Sfilamentosos: el anilisis de las muestras de suelo
contaminadas con petréleo crudo se bas6 en di-
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seflar un microcosmos, en el cual a 50g de suelo
contaminado de manera artificial con diferen-
tes concentraciones de petréleo crudo pesado
(20.000 ppm, 30.000 ppm, 40.000 ppm, 60.000
ppm, 80.000 ppm, 100.000 ppm) se agregd 3ml
de caldo nutricional/dia, se aplicé aire continuo
a cada tratamiento y se mantuvo la temperatura
constante a 32°C, generando un ambiente artifi-
cial tratando de imitar las condiciones originales
de los suelos. A estos montajes se adicioné co-
nidios de hongos filamentosos por separado asi
como en consorcio. Cabe destacar que a partir
de la caracterizacién morfolégica y la correlacién
con las referencias bibliogréficas se determinaron
la capacidad biorremediadora de los hongos ais-
lados en otros estudios, se escogieron tres cepas
de las aisladas inicialmente, teniendo en cuenta el
tiempo de crecimiento, el cual estuvo en el ran-
go de 24-48 horas. Este inéculo se ajusté en una
proporcién de 300 conidios/ml en agua destilada,
con ayuda de la cimara de Neubauer y como con-
trol positivo se utilizé el hongo Penicillium janthi-
nellum. Posterior a este procedimiento se analizé
peridédicamente la capacidad biorremediadora con
un espectofotémetro UV-VIS 6405, JENWAY
modelo 6405, hasta obtener cero de absorbancia

(48, 57, 58,59).

Determinacién preliminar in vitro de las enzi-
mas utilizadas por los hongos filamentosos en
el proceso de biorremediacion: como parte del
proceso, se evalué cualitativamente el mecanismo
de accién desarrollado por el hongo filamentoso
in vitro para realizar la actividad biorremediadora
del petréleo crudo mediante peroxidasa y oxidasa

(21,36,37,60).

Determinacion de la citotoxicidad de los hon-
gos seleccionados en la biorremediacion: se es-
tablecié la capacidad de citotoxicidad en plantas
de Allium fistulosum, las cuales fueron inoculadas
con las cepas seleccionadas para el proceso de bio-
rremediacién. Para este experimento se colocaron
en un medio liquido con macro y micro nutrien-

tes: CaNO3, 5g/L; KNO3, 5g/L; MgSO4, 2¢g/L;

KH2PO4 1g/L quelato de Fe, 1g/L; agua destila-
da, 1L, cloranfenicol 0.5g/L. Se dejaron durante
14 dias en el medio liquido con los nutrientes y
las colonias de hongos utilizadas en el proceso de
biorremediacién.

Andlisis de datos: se realizé por medio de andlisis
de varianza a partir de los resultados obtenidos de
la cuantificacién de la efectividad de los hongos
filamentosos utilizados y las concentraciones de
petréleo crudo a los cuales se sometieron los gé-
neros micolégicos, su capacidad biorremediadora
en consorcio con relacién al tiempo a partir de un
ANOVA vy la prueba de comparacién usada fue la
HSD (Diferencia Honesta Significativa) o prueba
de Tukey, respectivamente. Se realizaron dos expe-
rimentos distintos, el primero se realiz bajo una
estructura aleatoria con arreglo factorial del tipo 3
x 2 (Género x Concentracién de petréleo), mien-
tras que para el experimento 2 fue del tipo Diseno
completamente al azar - DCA con 4 tratamientos,
los cuales se describen a continuacién:

Aplicacion de las tres cepas (identificadas hasta
género) de hongos a nivel individual: se reali-
z6 un disefo aleatorizado con dos (2) factores, el
hongo filamentoso (que fue identificado a nivel
de género) y la concentracién del petréleo crudo.
Estos factores tienen 3 y 2 niveles respectivamen-
te, que son, por una parte, Neosartorya sp. Cepa
AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor
sp. Cepa 1A/R-1; y por otra, las concentraciones
de 20.000ppm y 30.000ppm, para evaluar nue-
vamente el tiempo en el cual los hongos desarro-
llaron el proceso de biorremediacién en suelo a
partir del nivel de absorbancia.

Aplicacién de los cepas (identificadas a nivel de
género) de hongos en consorcio: se utilizaron los
hongos Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus
sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.
En consorcio a 300 conidios, 100 de cada género
aislado en diferentes concentraciones de petréleo
crudo (40.000 ppm, 60.000 ppm, 80.000 ppm
y 100.000 ppm), por triplicado, para evaluar el
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tiempo en el cual los hongos filamentosos gene-
raron el proceso de biorremediacién en suelo, lo
cual se midié a partir del nivel de absorbancia.

Cada uno de los 125 resultados en el proyecto, se
anexa a una tabla de tabulacién de los datos uti-
lizando el software MSExcel y el procesamiento
de los mismos, con el lenguaje de programacién
(61,62). A través del disefio factorial multiple, en
este esquema se tuvo en cuenta las cuatro varia-
bles independientes que son: la concentracién del
petréleo crudo diluida en el sustrato, la cantidad
de conidios de hongos filamentoso (identificados
hasta nivel de género), el tiempo como variable
dependiente y la capacidad biorremediadora.

crudo

Resultados

En la Tabla 1 se encuentran los resultados de los
contenidos de hidrocarburos totales presentes en
las muestras utilizadas para el proyecto, los cua-
les se obtuvieron por el método gravimétrico, y
se corroboraron en un laboratorio certificado por
el IDEAM (CHEBILAB). Ademids se realizaron
otras pruebas como: pH, conductividad eléctrica,
amonios, nitratos, nitritos y fosfatos.

Tabla 1. Resultado del andlisis fisico-quimico de las muestras de suelo. Los andlisis de Hidrocarburos totales se realizaron en el laboratorio

Chemilab, acreditado por el IDEAM.

Muestra Muestra
Muestra Muestra Muestra
Prueba ) control Muestra de control de
X de Yondé , ik control de de Tumaco
realizada . ) de Yondé Acacias Meta ) i Tumaco
Antioquia ) ) Acacias Meta Narino. w
Antioquia Narino.

Hidrocarburos
totales (TPH) 1 799, 0.0002% 0.931% 0.003% 1.2% 0.003%
en muestras de
suelo
pH 4.77 (F A) 5.31 5.64 M A) 7.8 6.03 (M A) 8.0
Conductividad
eléctrica 40 (EXS) 9 135 (EXS) 28 5 (MS) 305
(mmbhos/cm)
Amonio mg/
Ke 0.02537 (EXP) | 3.2 0.04971 (EXP) | 4.8 0.01572(EXP) |5.3
E;““OS mgl1.00012(EXP) | 13.024 0.00019(EXP) | 10.224 0.00013(EXP) | 3.28
Nitritos mg/Kg | 0.23935 (EXP) | 0.10 0.42275 (EXP) | 0.01 0.32642 (EXP) | 0.03
;’;fms me/ 0012758 |0.10 0.09441(B)  |0.2 0.04661(B)  |0.1

pH: FA: Fuertemente 4cido. MA: Moderadamente 4cido.

Conductividad eléctrica: EX S: Extremadamente salina. MS: Moderadamente salina.

Amonio, Nitratos y Nitritos: EXP: Extremadamente pobre.
Fosfatos: Bajos (48).

Fuente. Elaboracién propia.
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Identificacion de hongos filamentosos obtenidos
en las muestras de suelos contaminados con pe-
tréleo crudo: se aislaron 138 cepas a partir de 90
cultivos primarios de las muestras de suelo conta-
minado con petréleo crudo obtenidos en los mu-
nicipios de Yondé (Antioquia), Acacias (Meta) y
Tumaco (Narifo), teniendo en cuenta sus caracte-
risticas macroscopicas y microscopicas, confirma-
das con las claves taxonémicas de (45,46,47); asi
como la amplificacién por PCR de la regién ITS
(Transcripcién interna espaciador) ubicdndose la
totalidad de las cepas en siete géneros de hongos
filamentosos. Como control del proceso de iden-
tificacién de los hongos presentes en las muestras
de suelo contaminado con petréleo crudo se toma-
ron muestras de suelos ubicados en cada uno de los
lugares muestreados, es decir Yondé (Antioquia),

Acacias (Meta) y Tumaco (Narifio) para un total de
tres muestras, las cuales fueron obtenidas eviden-
ciando por informacién de la comunidad aledafa
y por anidlisis en el laboratorio que no estuvieran
contaminadas con petréleo crudo, asi como el and-
lisis  fisico-quimico de suelo. Este procedimiento
se realiz6 con el objetivo de confirmar la presencia
de los hongos filamentosos reportados en los suelos
con petrdleo crudo y descartar que las muestras se
hubiesen contaminado en cualquiera de los proce-
dimientos previos a la identificacién de estas espe-
cies. Los resultados de la identificacién de cada una
de las muestras contaminadas con petréleo crudo se
presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas obtenidas en muestras de suelo contaminado con petréleo crudo obtenidas en los municipios de Yond6 (Antioquia), Acacias
(Meta) y Tumaco (Narifio) identificadas por claves taxonémicas o por PCR.

IDENTIFICACION  IDENTIFICACION
TAXONOMICA POR % DE
EYE )02 Claves taxonémicas SIMILITUD.
MUESTREO Y # CEPAS CARACTERISTICAS | CARACTERISTICAS de (Al 1 Amplificacién de I
CANTIDAD TOTAL | IDENTIFICADAS | MACROSCOPICAS | MICROSCOPICAS ¢ Slexopouos p thcacion de fa
DE CEPAS 1996, Barnett y regién ITS con un
Hunter 1976, Arenas, 100% de similitud
2003 para el género
*40 Cepas Y/As
*IC():A=1—4?\/A Colonia de color Hifas hialinas,
C}:ETS] 0 s verde oliva, aspecto presencia de vesiculas | Aspergillus sp
g ceI)as T/As CA= pulverulento. y fidlides
1-8.
2 czep 2 VIR Poseen esporangios de
. ; AR Colonia de color rojo, | color marrén claro a
CZC_Pla 53 de borde irregular y marrén ramificados Rhizomucor sp
- ce_ a_s T/R CA=] | aspecto cremoso en tonos hialinos y
*Yondé (ANT) 74 - P - marrones

cepas en total.

* Acacias (Meta) 36 * 2 cepas Y/M CA=1

cepas en total. y2 loni demateaceo el cual
* Tur.naco * 2 cepas A/IM CA=1 (io (zima deasp i:cto posee filamentos M
(Narifio) 28 cepas en y2 Elgo 0n0s0, color tubulares blancos y Lcor sp.
total. * 2 cepas T/M CA=1 anco. esporangios negros
y 2. esféricos
Hifas hialinas, gruesas,
septadas, de pared
*5 cepas Y/Abs CA= Colonias de color delgada. Espo.rangios
CA-1.7 aspecto algodonoso y ramificados, Absidia sp.

Es un hongo

* 4 cepas T/Abs CA=
1-4

el revés es del mismo
color.

desarrollados a partir
de los estolones a
cierta distancia de los
rizoides.




LUGARES DE
MUESTREOY
CANTIDAD TOTAL
DE CEPAS

*Yondé (ANT) 74
cepas en total.

* Acacias (Meta) 36
cepas en total.
*Tumaco
(Narino) 28 cepas en
total.
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# CEPAS
IDENTIFICADAS

*3 cepas Y/N
CA=1-3

*1cepa A/ N

*2 cepas T/ N CA=
ly2.

CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS

Colonias de color
gris azul, con borde
regulares, aspecto
puntiforme y el revés
es de color rosado.

CARACTERISTICAS
MICROSCOPICAS

Tiene hifas aéreas,
ascosporas con

dos crestas en sus
extremos, conspicuas
y con la superficie
convexa micro
tuberculada.

IDENTIFICACION
TAXONOMICA

Claves taxonémicas

de (Alexopoulos
1996, Barnett y
Hunter 1976, Arenas,
2003

crudo

IDENTIFICACION
POR % DE
SIMILITUD.
Amplificacién de la
regi6én ITS con un
100% de similitud
para el género

Neosartorya sp

* 2 cepas marcadas
con las letras Y/Pho
CA=1y2

*1 cepa A/Pho

*2 cepas T/Pho CA=1

y2

Colonias de color
marrén y aspecto
polvoriento.

Presenta esporas
hialinas unicelulares

Phoma sp

*20 cepas Y/P CA=
1-20

*10 cepas A/ P CA=
1-10

Colonias con bordes
regulares superpuestas
por crecimiento
algodonoso de color
blanco y en el envés

Poseen hifas septadas
hialinas, con
conidiéforos simples o

Penicillium sp

* 8 cepas T/ P el crecimiento es de

CA=1-8

color amarillo oscuro a
naranjado

ramificadas, métulas,
fidlides y conidias

Cada una de las letras en el # de cepas identificadas corresponde a: Y = Yondé. A= Acacias. T= Tumaco. As = Aspergillus sp. R = Rhizomucor sp. M =
Mucor sp Abs = Absidia sp. N = Neosartorya sp. Pho = Phoma sp. P=Penicillium sp. CA= Cédigo asignado.

Fuente. Elaboracién propia.

Caracterizacion del petroleo crudo utilizado en
la biorremediacion: la prueba BSW dio como
resultado 0.924 g/cm3 = 21.6°API; segtin la clasi-
ficacién internacional de hidrocarburos que es un
petréleo crudo pesado (63); lo cual indica que es un
componente cuya estructura quimica se caracteriza
por tener cadenas dentro de su composicién como
son las resinas en un 30%, asfiltenos un 5.8% y
aromdticos saturados en un porcentaje aproximado
de 64% (64). En su estructura quimica el petréleo
crudo presenta tanto en las resinas, los asfdltenos
y los aromiticos saturados un alto peso molecular,
poseen anillos bencénicos ligados con cadenas al-
quilicas y ciclo-alcanos los cuales se fusionan entre
si a partir de enlaces sencillos, dobles o triples. Tam-
bién contiene metales como el vanadio, niquel y el
hierro y elementos como el azufre, el nitrégeno y el
oxigeno los cuales componen los heterodtomos, es-
tructuras que son caracteristicas en estas sustancias

(65, 66,67).

Evaluacion de la capacidad biorremediadora
de tres géneros de hongos filamentosos a diferen-
tes concentraciones de petréleo crudo pesado: se
realizé una medicién por espectofotometria de la
capacidad biorremediadora de los hongos Neosar-
torya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3
y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1, individualmente
en suelo contaminado con petréleo crudo pesado
a concentraciones de 20.000 ppm y 30.000ppm y
utilizando las tres cepas en consorcio en suelo con-
taminado con petrdleo crudo pesado a concentra-
ciones de 40.000ppm, 60.000ppm, 80.000ppm
y 100.000ppm obteniendo como resultado 125
datos de absorbancia, los cuales se observan en las
cinéticas correspondientes a las Figuras 2 y 3, res-
pectivamente.
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Figura 2. Cinética de los géneros de los hongos Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

Sobre suelo contaminado con petréleo crudo.
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Figura 3. Cinética del consorcio: Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1. Sobre suelo conta-

minado con petrdleo.
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Fuente. Elaboracién propia.

1: Aplicacion de los tres géneros de hongos a nivel diferencia significativa entre los tres géneros utili-
individual: los resultados obtenidos al evaluar la  zados, ya que su capacidad biorremediadora sobre
capacidad biorremediadora de los tres hongos fi- suelo contaminado con petréleo crudo se llevé a
lamentosos, se presenta en las siguientes figuras y = cabo un periodo entre 5 a 6 dias.

tablas. En la Figura 4 se puede observar que no hay
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Figura 4. Efectividad biorremediadora de los hongos Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa
1A/R-1, sobre suelo contaminado con petréleo crudo a 20.000 ppm.

nowa N

S,6

dias fpromedio
L

mowm N b

Aspergillus sp Neosartory sp Rhizomucor sp

Fuente. Elaboracién propia.

En la Figura 5 se puede observar que no existe dife- ~ Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa
rencia entre el tiempo que necesitan los géneros de  1A/R-1, para biorremediar el petréleo crudo del
hongos filamentosos Neosartorya sp. Cepa A/N-1, suelo contaminado artificialmente a 30.000 ppm.

Figura 5. Efectividad biorremediadora de los hongos Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-

1, sobre suelo contaminado con petréleo crudo a 30.000 ppm.

2,5
2
= 2
o
2 15 2 2 2
w ’
e 1
E 0,5
= 0
Aspergillus sp. Neosartorya sp. Ryzomucor sp
M Series1 2 2 2
GENEROS

Fuente. Elaboracién propia.

En la Tabla 3 se consolida la evidencia encontrada  una respuesta diferencial frente a la concentracién
donde se puede verificar que no existe diferencia de petréleo (p<04e-12), la cual se reporta en la Ta-
entre géneros frente a la capacidad biorremediadora  bla 10 (HSD para concentraciones).

de los mismos. Sin embargo, si se verifica que hay
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crudo

Tabla 3. Resultados obtenidos en la ANOVAs para los andlisis aplicados a los tres géneros Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/
As-3 'y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

Fuente de
Variacidon

Df Sum

3.93

Género 2

Sq Mean Sq F value Pr(>F)

1.97 1.871 0.166

Concentracién
del petrdleo

93.68 89.163 3.04e-12 ***

Género x
0.79

Concentracién 2
del petréleo

0.40 0.377 0.688

Residuals. 45 47.28

1.05

Fuente. Elaboracién propia.

En la prueba de Diferencia Honesta Significativa o
Tukey, agrupamiento « en la Tabla 4, se puede ob-
servar que con una concentracién de 30.000ppm,
el tiempo tuvo un promedio de digestién que dis-
minuy6 a la mitad, lo que equivale a 2.8 dias. Esto

indica que para los tres géneros de hongos utilizados
en la biorremediacién del petréleo crudo en suelo
es més favorable su accién en una concentracién de

30.000ppm.

Tabla 4. Diferencia Honesta Significativa o Tukey para los andlisis aplicados a los tres géneros Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp.
Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

Concentracién petréleo crudo en la muestra Promedio Agrupamiento
30.000 2.8 a
20.000 5.806 b

Fuente. Elaboracién propia.

Asi mismo se puede establecer que no hay diferen-
cia significativa entre las absorbancia en funcién
de la concentracién ni del hongo, mientras que el
tiempo de respuesta si evidencié diferencias como
funcién de las concentraciones.

2: Aplicacion de los tres géneros de hongos en con-
sorcio: los resultados obtenidos en este proyecto y
detallados en la Figura 6 permiten evidenciar que
la evaluacién de la capacidad biorremediadora en
concentraciones de petréleo crudo de 40.000ppm
y 60.000ppm, transcurre en un promedio de 6.4

dias y en concentraciones de petréleo crudo de
80.000ppm y 100.000ppm se realiza en un prome-
dio de 8.9 dias, teniendo mejor respuesta los dos
tratamientos iniciales con relacién a los tltimos.
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Figura 6. Efectividad biorremediadora del consorcio comprendido por los géneros Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y
Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

3

Tiempo dias

@

40.000 60.000

80.000 100.000

concentracion

Fuente. Elaboracién propia.

En la Tabla 5, la cual corresponde a la ANOVA
para el consorcio conformado por los géneros
Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa
Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1, se aporta

evidencia de que el tiempo de actividad biorreme-

diadora es diferente en funcién de la concentracién
de petréleo. Puede verificarse que en la medida en
que la concentracién es mayor, existe una actividad
biorremediadora mds rdpida como se registra en la

Tabla 6 (HSD).

Tabla 5. Resultados obtenidos en ANOVAs para el consorcio conformado por los géneros Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp. Cepa
Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

Fue.nte. fie Df G- Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Variacion
Concenfraaon 3 104.4 34.79 14.02 3.96e-07 ***
del petréleo
Residuals 64 158.8 2.48

Fuente. Elaboracién propia.

Tabla 6. Diferencia Honesta Significativa o Tukey para el consorcio conformado por los géneros Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus sp.
Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. Cepa 1A/R-1.

Concentracién petréleo crudo en la muestra promedio agrupamiento
40.000 6.375
60.000 6.429
80.000 8.895 c
100.000 8.895 c

Fuente. Elaboracién propia.
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En la Tabla 6 también se evidencia que el uso de
hongos filamentosos como Neosartorya sp. Cepa
AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor
sp. Cepa 1A/R-1, en consorcio, muestran un efecto
sinérgico entre estos y que pueden degradar petré-
leo crudo de alta densidad (°API de 21.6) en con-
centraciones entre 40.000ppm hasta 100.000ppm,
en un tiempo promedio de 6 a 8 dias, en un por-
centaje de 100%.

Resultado de la evaluacion cualitativa in vitro
del mecanismo de accién enzimdtico de los gé-
neros de hongos filamentosos utilizados en la
biorremediacion de petréleo crudo pesado: en
este proyecto se identificé cualitativamente el uso
de peroxidasa (lignina peroxidasa) como meca-
nismo de accién de las tres especies evaluadas, lo
cual indica que usaron enzimas peroxidasas en el
metabolismo bioquimico empleado por las espe-
cies de hongos utilizados para evaluar la capacidad
biorremediadora. Se puede corroborar que el me-
tabolismo flngico es de tipo aerdbico, garantizan-
do al final del proceso la produccién de biomasa,
liberacién de CO2 y agua.

Resultado de la prueba de citotoxicidad reali-
zada a los hongos filamentosos seleccionados en
el proyecto de biorremediacion: no se encontrd
evidencia en el tejido vegetal de la planta Allium
fistulosum, por lo que se considera que los hongos
filamentosos utilizados en el proyecto carecen de
citotoxicidad. Vale la pena resaltar que cuando la
planta estd en presencia de agua con alguna sus-
tancia tdxica o en presencia de un microorganismo
patégeno se inhibe la divisién celular de los meris-
temos, afectando parcial o totalmente el proceso
de mitosis (68).

Discusion

A partir del desarrollo de esta investigacién se
pudo apreciar que hay diferencias en algunas de
las caracteristicas fisico-quimicas en los suelos ana-
lizados con respecto a los resultados obtenidos en
las muestras control. Con respecto a los conteni-

crudo

dos de hidrocarburos, se encontré que la muestra
de Yondé presentd una concentracién de 0,797
% de hidrocarburos, la muestra de Acacias (Meta)
el valor registrado fue de 0,931% y la muestra de
Tumaco (Narino) el valor fue de 1,02% de hidro-
carburos. Es importante anotar que no existe una
norma especifica en Colombia que haga referen-
cia a los valores méximos permisibles de hidrocar-
buros en suelo. La tnica resolucién que trata este
tema es la 631 del 17 de marzo de 2015, expedida
por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Soste-
nible dirigida a vertimientos de aguas residuales.
Por lo tanto, para este documento se toma como
referencia el tratado de Luisiana, el cual sefala a
las muestras analizadas como contaminadas con

hidrocarburos (69).

Las muestras control corresponden a suelos no
contaminados con hidrocarburos, con concentra-
cién por debajo del 0,02%, lo cual segtin la técnica
de gravimetria corresponde a valores por debajo de
la sensibilidad de la técnica utilizada y por tanto
los suelos control no presentan contaminacién con
hidrocarburos (69). En cuanto a la conductivi-
dad eléctrica en las muestras y controles permiten
observar que son suelos extremadamente salinos
o fuertemente salinos y por ultimo los valores en
amonio, fosfatos nitratos y nitritos en las muestras
de suelo contaminadas y evaluadas son muy pobres
y difieren de las muestras control (48).

Posterior a la siembra de los hongos encontrados
y mencionados en la Tabla II, se puede observar
que de 138 cepas aisladas en 90 cultivos primarios
de las muestras de suelo contaminado con petré-
leo crudo localizados en los municipios de Yondé
(Antioquia), Acacfas (Meta) y Tumaco (Narifio);
identificados a partir de sus caracteristicas macros-
cOpicas y microscépicas, con la ayuda de las claves
taxondémicas de (45,46,47), asi como la amplifica-
cién por PCR de la regién ITS, se establecié que
pertenecian a siete géneros de hongos filamentosos
que son: Aspergillus sp., Penicillium sp., Neosartorya
sp., Phoma sp., Rhizomucor sp., Mucor sp., y Absidia

sp.
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Godoy y colaboradores (70) aislaron de suelo
contaminado con hidrocarburos 23 especies de
hongos pertenecientes en su mayoria a la Phylum
Ascomycota, Phylum Basidiomycota y la subfilo mu-
coromycotina, los cuales degradaron el anillo an-
traceno en 42 dias por medio de enzimas extra-
celulares oxidorreductasa. Varias de estas especies
liberaron al contacto con el contaminante. Destaca
la capacidad de la mayoria para degradar totalmen-
te el hidrocarburo y solo unas pocas parcialmente,
con porcentaje superior al 90%. La mayor parte
de las cepas de hongos filamentosos encontradas
en suelos contaminados con petréleo crudo en este
proyecto pertenecen a los géneros Aspergillus sp. y
Penicillium sp., las cuales, segin la literatura, son
las especies mds utilizadas en el campo de la biorre-
mediacién ya que han sido obtenidas en muestras
de suelo y agua contaminada con petréleo crudo
y derivados de éste, en diversas partes del planeta
como Indonesia (71); desierto de Kuwait, (72); el
desierto de Arabia Saudita (73); Argentina (74);
Guanaco, estado de Sucre en Venezuela (75); Ni-
geria (76); el Golfo de México (77) e Irdn (28,78);
lo cual indica su poder biorremediador de suelos,
su cardcter cosmopolita y una amplia capacidad de
adaptarse a todos los climas, condiciones eddficas
y atmosféricas (13,78,79,80).

Este proyecto respalda lo dicho por muchos in-
vestigadores como Sawulski y colaboradores (2),
quienes analizaron la comunidad microbiana pre-
sente en suelos contaminados con diferentes tipos
de hidrocarburo y su comportamiento a partir del
contacto con este, destacando las pocas especies
que sobreviven a este impacto y como las especies
que se adaptan poseen capacidad hidrocarburo-
litica. Silva y colaboradores (32) utilizaron en su
proyecto microorganismos aislados de un sustrato
contaminado previamente con diésel y encontra-
ron que las especies aisladas en dicho sustrato tie-
nen capacidad para degradar en algin grado dicho
contaminante. Aranda (81) destaca la importancia
de utilizar especies de hongos por su potencial ca-
pacidad biorremediadora de petréleo crudo y de-
rivados. Afirma, ademds, que su metabolismo in-

tracelular es complejo y poco estudiado, pero que
a partir del estudio del genoma de estos se podria
aplicar su sistema enzimadtico, el cual estd presente
en casi todas las especies.

Asi mismo se encontré en esta investigacién el
hongo filamentoso perteneciente al género Neosar-
torya, el cual se aisl6 inicialmente de suelos conta-
minados con petréleo crudo por lo que se conside-
ra una especie con capacidad biorremediadora (69,
73,78,79, 80,82). Y precisamente es en el estudio
de Uribe y colaboradores (83) donde se comenta
que hay evidencia de la capacidad que posee V.
fischeri para mineralizar asféltenos, catabolizando
mids del 15% del carbono presente en esta sustancia
en un tiempo aproximado de 11 semanas; estudio
que pudo ser la base de los proyectos de Herndndez
y colaboradores (84), quienes realizaron la trans-
cripcién de los perfiles utilizando un disefo propio
de microarray, con el cual identificaron los genes
que le permiten a esta especie utilizar los asfltenos
como unica fuente de carbono. Ke y colaboradores
(85) clonaron una endo y exo poligalacturonasa a
partir de esta especie, para obtener dicha enzima in
vitro ya que ésta se caracteriza por ser estable a una
temperatura de 55°Cy tolerar un amplio rango de
pH; lo cual permite su uso en procesos de biorrefi-
nerfa. Cabe destacar que este género de hongo fila-
mentoso, no habia sido reportado en suelos conta-
minados con petréleo crudo en Colombia hasta la
presente investigacion.

Otros géneros encontrados en el proyecto son:
Phoma sp., Mucor sp., y Absidia sp., los cuales fue-
ron reportados como biorremediadores de petréleo
crudo en un estudio realizado por Yuan y colabo-
radores (86). Passarini (29) describieron como el
género Mucor sp., posee una actividad enzimdtica
como el mecanismo para degradar las cadenas li-
neales y ramificadas a sustancias como el CO, y
H,O. Resultado confirmado en la investigacién li-
derada por Pernia y colaboradores (82) establecie-
ron la capacidad biorremediadora en suelos conta-
minados con cadmio y petréleo crudo. En relacién
al género Rhizomucor, no se encontraron, al finali-
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zar el afio 2016, reportes como agente hidrocarbu-
rolitico, salvo lo encontrado en esta investigacion.

Con base en lo obtenido por el ANOVA, se pue-
de decir que en procesos de biorremediacién con
el método de Landfarming modificado, el uso de
hongos filamentosos como son Neosartorya sp. cepa
AIN-1, Aspergillus sp. cepa Y/As-3 y Rhizomucor
sp. cepa 1A/R-1, cuando se utilizan por separado
0 en consorcio es una opcion ecolc’)gica, econémica
y rdpida para la recuperacién de suelo contamina-
do, ya que se evidencia un efecto sinérgico entre
estos y pueden degradar petréleo crudo de alta
densidad (°API de 21.6) en concentraciones en-
tre 20.000ppm hasta 100.000ppm, en un tiempo
promedio de 6 a 8 dias, dependiendo de la con-
centracién del petréleo crudo en un porcentaje de
100%. Sarkar y colaboradores (87) realizaron una
comparacién entre dos métodos de biorremedia-
cién, Por una parte, la bioestimulacién aplicando
nitrégeno, fésforo inorgdnico y biosélidos. Por
otra, el método de atenuacién natural, adicionan-
do nitrégeno y fosforo inorgdnicos, en un suelo de
tipo arcilloso contaminado con diésel. En ambos
casos el experimento se llevé a cabo in vitro. Des-
pués de 8 semanas de bioestimulacién obtuvieron
una degradacién del contaminante de 96% para
el método de bioestimulacién y para el método de
atenuacién natural el resultado fue superior al 93%
lo cual, concuerda con lo realizado por Naranjo y
colaboradores (75), quienes utilizaron los géneros
mencionados en este proyecto al sembrarlos en me-
dio de cultivo con petréleo crudo como sustrato
contaminante, con el fin de obtener enzimas extra-
celulares capaces de degradar el hidrocarburo, en 21
dias aproximadamente, en un porcentaje superior
al 70%. Es importante destacar que varios estudios
en este campo aseguran que es dificil biorremediar
suelo o agua contaminados con petréleo crudo por
su alto peso molecular y por los anillos bencilicos
(89). Se necesita de una fuerte reaccién por parte
del hongo filamentoso con enzimas extracelulares
para romper dichos anillos y mineralizar esta sus-
tancia hasta hacerla inocua para cualquier ser vivo

(84).

crudo

Posterior a dicha investigacién, Taewoo y colabo-
radores (89) afirmaron que la Neosartorya sp. es un
organismo de fécil recuperacién en componentes
naturales afectados por petréleo crudo y es un gé-
nero que no posee una fase de latencia, capaz de
metabolizar petréleo crudo de alta densidad, asi
como derivados de éste, aunque su capacidad bio-
rremediadora se observa mejor en concentraciones
del contaminante entre 5.000-20.000 mg/L. Ade-
mds, comentaron que la capacidad de la Neosartor-
ya sp. De adaptar su actividad metabdlica, lo hace
al utilizar diferentes tipos de hidrocarburos como
un donador de electrones; lo cual concuerda con lo
observado en este proyecto cuando se aplicé la cepa
Neosartorya sp. Cepa A/N-1; observindose una ra-
pida respuesta en la biorremediacién del suelo con-
taminado.

Jia y colaboradores (94) aislaron de suelo contami-
nado con petrdleo crudo catorce cepas de hongos
filamentosos, las cuales se identificaron por medio
del andlisis de PCR amplificando la regién ITS
como géneros pertenecientes a Fusarium sp., Bio-
nectria sp., Stachybotrys sp., Aspergillus sp., y Actino-
mucor sp. Para su estudio se dividieron las cepas en
dos grupos y los resultados mostraron que las cepas
podrian degradar diferentes componentes de pe-
tréleo crudo, lo cual fue evaluado por GC-MS. La
capacidad biorremediadora se evalué por 30 dias en
un medio liquido con el petréleo crudo y la tasa de
biorremediacién fue de 74,55% y 72,64%, respec-
tivamente. Maddela y colaboradores (95) aislaron
del suelo contaminado con petréleo crudo dos ce-
pas de hongos filamentosos pertenecientes al género
Geomyces sp., las cuales aplicaron a suelos en am-
biente controlado como es un microcosmos conta-
minado con petrdleo crudo en concentraciones de
1% y 1,5%; ademds, adicionaron N, B, K, para es-
timular el crecimiento del hongo inicialmente, por
un periodo de 30 dias, evaluando el proceso por
cromatografia de gases y determinaron que el pro-
ceso de biorremediacién se realizé en un porcentaje
de 73,3% a 79,9% respectivamente. Los equipos
de Fuad (13) y Benyahia (96) destacaron la efecti-
vidad de los hongos en biorremediacién de diésel
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cuando se aplican en consorcio y Manli y colabo-
radores (97) obtuvieron resultados en el desarrollo
de su investigacién en la medicién de la capacidad
biorremediadora de hongos filamentosos para una
efectividad en 70 dias de 60% de degradacién del
contaminante y al cabo de 156 dias de 77%.

En cuanto a la actividad enzimdtica de los hongos
filamentosos, esta se basa en el estudio de los me-
canismos de accién, tanto intracelular como extra-
celular y aunque no se tiene bien identificada cada
una de estas rutas, se sabe que son de tres tipos,
lignino-oxidasas, lignino-peroxidasas y lignino-hi-
drolasas como han mostrado Johnsen y colaborado-
res (98). Mohsenzadeh y Chehregani (28) midieron
la produccién enzimdtica de hongos filamentosos
para remediar diferentes concentraciones de petré-
leo crudo, para lo cual solo tuvo en cuenta enzimas
como la catalasa, el fenol-oxidasa y la peroxidasa,
determinando que a mayor concentraciéon del pe-
tréleo crudo, hay mayor actividad peroxidasa. Ali y
colaboradores (79) encontraron como mecanismo
enzimdtico para el proceso de biorremediacion de
diésel las enzimas lignina-peroxidasas. Deshmukh
y colaboradores (99) resaltaron la produccién enzi-
mitica de los hongos filamentosos, la importancia
de aquéllas y la futura aplicabilidad desde el cam-
po de la biotecnologia. Mohsenzadeh y Shirkhani
(100) aislaron siete cepas de hongos filamentosos
en la refinerfa de petréleo de Teherdn, pertenecien-
tes al género Aspergillus sp., en el medio de cultivo
PDA con una concentracién de petréleo crudo en-
tre 0-15% (v/v). Posterior al crecimiento determi-
naron la produccién de las enzimas extracelulares
como son la peroxidasa y catalasa como mecanismo
para la biorremediacién. Estos resultados podrian
confirmar los obtenidos en los estudios realizados
por Fuad y colaboradores (13), quienes destacaron
el uso de enzimas extracelulares como la lignina-pe-
roxidasas asi como la liberacién de CO al final de
proceso de remediacién y la produccién de una alta
cantidad de biomasa en dicho proceso. Ademds, no
se encontrd evidencia en el tejido vegetal de la plan-
ta Allium fistulosum de alteraciones morfo-fisiolé-
gicas, por lo que se considera que los hongos fila-

mentosos Neosartorya sp. Cepa AIN-1, Aspergillus
sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor sp. cepa 1A/R-1, no
presentaron fitotoxicidad, de acuerdo con la prueba
desarrollada en la investigacién, por lo que son ade-
cuadas en procesos de micorremediacién, cuando
la planta estd en presencia de agua con alguna sus-
tancia tdxica o en presencia de un microorganismo

patégeno (68).

El uso de los carbonos presentes en el petréleo cru-
do como fuente de energia para algunas especies de
hongos filamentosos permite la aplicacién de estos
en la biorremediacién de suelos y aguas contamina-
dos (90-93). Al finalizar esta investigacion, se con-
cluy6 que de 138 cepas aisladas en 90 cultivos que
corresponden a siete géneros de hongos filamento-
sos, con capacidad biorremediadora de suelo conta-
minado con petrdleo crudo pesado o derivados de
este, los hongos filamentosos Neosartorya sp. Cepa
AIN-1, Aspergillus sp. Cepa Y/As-3 y Rhizomucor
sp. cepa 1A/R-1 son capaces de biorremediar petrd-
leo crudo pesado en un tiempo promedio entre 2
a 10 dias, con una efectividad de 100% por medio
de la enzima extracelular perteneciente al grupo de
lignina-peroxidasa (101-103). Vale la pena destacar
que en los tres sitios muestreados se aislaron ocho
cepas pertenecientes al género Neosartorya sp., y esta
especie no habia sido reportada como biorremedia-
dor de petréleo crudo en Colombia. Ademds en el
desarrollo de este proyecto se identificaron siete ce-
pas correspondientes al género Rhizomucor sp. Este
género no habia sido reportado como agente bio-
rremediador de petréleo crudo, en este proyecto se
pudo comprobar su potencial uso en este campo.
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Articulo corto

Calidad del agua de una clinica odontologica
universitaria de Bogota

Water quality of a university dental clinic in Bogota

Estupifian-Torres Sandra Monica', Avila de Navia Sara Lilia', Chaves Cardenas Ana Lucia?,
Corredor Narvaez Ana Maria?

Resumen

Objetivo. Determinar la calidad microbioldgica del agua usada en las unidades odontolégicas de
una clinica universitaria en Bogotd, mediante los indicadores microbioldgicos coliformes totales,
Escherichia coli, Enterococcus'y Pseudomonas. Métodos. Se tomaron muestras de agua de la pieza
de mano y de la jeringa triple en 9 unidades odontolégicas y tres muestras de los tanques de sumi-
nistro de agua para un total de 21 muestras. El recuento de microorganismos se realizé mediante
la técnica de filtracién por membrana. Se aislaron algunos microorganismos presentes en las
diferentes muestras a través del kit de pruebas rdpidas BBL CRYSTAL. Resultados. El agua no
cumple con la Resolucién 2115 de 2007 que reglamenta las normas del agua apta para consumo
humano. Se aislaron bacterias importantes como Shigella sp. (microorganismo productor de la
disenteria e indicador de contaminacién fecal), Klebsiella y Pseudomonas. Se sugiere implementar
medidas correctivas y/o preventivas para minimizar la contaminacién y mejorar la calidad del
agua usada en estas unidades odontoldgicas.

Palabras claves: calidad bacteriolégica, coliformes totales, Escherichia coli, unidad odontolégica.

Abstract

Objetives. To determine the microbiological quality of the water used in dental units of a Uni-
versity Clinic in Bogotd, through the microbiological indicators like total coliforms, Escherichia
coli, Enterococcus and Pseudomonas. Methods. Water samples from hand piece and the triple
syringe 9 dental units and three samples of tanks for water supply for a total of 21 samples were
taken. The microorganism counting was performed by membrane filtration method according to
the Standard Methods. Some microorganisms present in different samples were isolated through
the BBL CRYSTAL rapid test kit. Results. The water does not comply with the Resolution 2115
2007, which regulates the water suitable for human consumption standards. Important bacteria
such as Shigella sp. (producer of dysentery and a fecal pollution indicator organism), Klebsiella
and Pseudomonas were isolated. It is suggested to implement corrective or preventive measures to
minimize the pollution and improve the quality of the water used in these dental units.

Keywords: bacteriological quality, coliforms, Escherichia coli, dental unit.
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Introduccion

El agua es de fundamental importancia en odon-
tologfa ya que se usa sobre los pacientes en proce-
dimientos simples como profilaxis o salud oral y
procedimientos complejos como cirugias (1). El
agua contaminada puede ser fuente de infecciones
graves tanto para los pacientes como para el perso-
nal de salud (2). La contaminacién del agua de las
unidades odontoldgicas puede deberse a diferentes
factores como las fuentes de suministro (3) y las
biopeliculas. Estas se forman por el didmetro redu-
cido de los conductos por los que circula el agua,
la baja presién y el estancamiento del agua durante
los periodos de inactividad (4). También se puede
encontrar contaminacién a causa de los microorga-
nismos presentes en la cavidad oral de los pacientes
(3). Por lo anterior es muy importante mantener
medidas de higiene y aseo en el manejo no solo del
material sino de la unidad odontolégica e imple-
mentar medidas encaminadas a mejorar la calidad
del agua utilizada para los procedimientos.

Materiales y métodos

Se realiz6 la toma de muestras en la pieza de mano
y jeringa triple en 9 unidades odontolégicas, dos
de estas unidades son utilizadas en procedimientos
quirurgicos. Ademds, se tomaron muestras de los
tanques de suministro y subterrdneo. Para hacer
los recuentos se utilizé la técnica de filtracién por
membrana, metodologfa recomendada por la EPA
(Environmental Protection Agency) (5). La identi-
ficacién de los microorganismos aislados se realizé
por medio de pruebas bioquimicas rdpidas Crystal
BBL.

Resultados
En la siguiente tabla se encuentran los recuentos

obtenidos para la jeringa triple y la pieza de mano
de las unidades odontoldgicas muestreadas.

Tabla 1. Recuento en UFC/100mL de coliformes totales, E.coli, Enterococcus y Pseudomonas en las unidades odontoldgicas muestreadas.

Unidad Coliformes
sl e Instrumento cotales Enterococcus Pseudomonas
. JT 60 0 0 168
PM 32 0 0 300
JT 4 0 0 178
° PM 170 0 6 290
JT 40 0 0 300
6 PM 2 0 2 300
JT 40 0 1 300
7 PM 78 0 27 115
g JT 10 0 1 110
PM 28 0 22 75
13 JT 34 0 0 256
PM 40 0 15 63
. JT 12 0 0 230
PM 12 0 1 80
JT 81 0 0 300
SC1
PM 4 0 2 300
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T 62
sC2

67

80

300

JT: jeringa triple, PM: pieza de mano, SC: sala de cirugfa

Fuente. Elaboracién propia.

Se puede observar que los recuentos mds altos en
los dos instrumentos son de Pseudomonas, seguido
por coliformes totales y Enterococcus, no se encon-
traron recuentos de E. coli en ninguna de las mues-
tras procesadas.

En los recuentos de los tanques de abastecimien-
to se observa que, al igual que en las muestras de
las unidades odontoldgicas, el microorganismo que
mayor recuento obtuvo fue Pseudomonas y no se
aislé E. coli (Ver tabla 2).

Tabla 2. Recuento en UFC/100mL de coliformes totales, E.coli, Enterococcus y Pseudomonas en los tanques de abastecimiento.

TANQUE Colifons E. coli Enterococcus Pseudomonas
totales
SUMINISTRO 0 0 0 100
SUBTERRANEO | 18 0 4 90

Fuente. Elaboracién propia.

Se observa que en el tanque de suministro sola-
mente se aislaron Pseudomonas, mientras que en el
tanque subterrdneo se aislaron ademds de las Prex-
domonas, coliformes totales y Enterococcus.

En cuanto a los microorganismos presentes en las
unidades odontoldgicas se encontré la identifica-
ron los siguientes: Stenotrophomonas maltophilia,
Serratia, Shigella sp, Klebsiella oxytoca, Acinetobacter
iwofti, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus  haemolyticus, Enterococcus
faecium, Staphylococcus  auricularis, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas putida, Pseudomonas aerugi-
nosa, Pseudomonas fluorescens, Enterobacter gergoviae
y Klebsiella pneumoniae. En los tanques se identificé
Enterococcus faecium, Streptococcus pyogenes, Pseudo-
monas aeruginosa, Acinetobacter z'woﬁz' y Stenotro-
phomonas maltophilia.

Discusion

Al comparar los resultados obtenidos en el presen-
te estudio, con la Resolucién 2115 del 2007 del
Ministerio de la Proteccién Social (6), se encontré
que la calidad del agua de estas unidades no cumple
con establecido en la norma para coliformes totales,
por lo tanto, deben emplearse medidas correctivas
y preventivas para el mejoramiento de la calidad del
agua.

Los resultados de este estudio, al igual que en los re-
sultados presentados por Mufioz en 2002, eviden-
cian un recuento de UFC/ 100 mL de coliformes
totales en la pieza de mano y en la jeringa triple (3).
Las piezas de mano se contaminan internamente y
el material depositado en el interior puede ser eli-
minado durante la operacién, la pieza de mano y
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la jeringa triple no se esterilizan entre paciente y
paciente, lo que facilita la transmisién de microor-
ganismos tanto de los instrumentos como del agua
que circula por estos (7).

El microorganismo que con mayor frecuencia se
identificé fue la Pseudomonas aeruginosa, que se
comporta como patégeno oportunista (8). Segin
la OMS, los microorganismos de la familia Pseudo-
monadaceae tienen la capacidad de proliferar en los
conductos de agua de las unidades odontoldgicas
y permanecer en ellos por largo tiempo (8). Otro
aspecto importante es que estos mMicroorganismos
tienen la capacidad de inhibir los coliformes, por
lo que se corre un gran riesgo de contaminacién
por agua con ausencia de coliformes, pero que en
realidad podrian estar inhibidos por Pseudomonas

(9-13).

El hecho de que Pseudomonas sea el microorganis-
mo mds aislado se puede explicar por la capacidad
que tiene de formar biopeliculas (14), debido a la
produccién de polisacdridos como el alginato y po-
limeros de glucosa, los cuales le confieren una gran
capacidad de adherencia para la formacién de bio.

(15).

En el estudio de Falkinham y colaboradores, al
igual que en el presente estudio, se reporta la pre-
sencia de Pseudomonas aeruginosa y microorganis-
mos pertenecientes al grupo coliformes en tanques
de almacenamiento de agua (16).

En tres de las cuatro muestras provenientes de las
salas de cirugia, se obtuvo recuentos de 300 UF-
C/100mL para Pseudomonas, ademds en las piezas
de mano de estas unidades se evidenci6 la presencia
de Enterococcus, en estas salas se realizan procedi-
mientos de cardcter invasivo que podrian facilitar
la entrada de los microorganismos y aumentar el
riesgo de infeccidn.

Shigella sp. fue uno de los microorganismos aislados.
Es muy importante resaltar su presencia en el agua
de las unidades odontoldgicas ya que es un indica-

dor de contaminacién fecal y no ha sido reportado
en ningln estudio similar. La shigelosis se caracte-
riza por una diarrea acuosa, que puede progresar a
deposiciones mucoides y sanguinolentas, causa una
intensa reaccién inflamatoria que se caracteriza por
formacién de abscesos y ulceracién (17). Aunque
se considera que la principal via de infeccién es fe-
cal-oral por contacto persona a persona, también se
han reportado brotes de diarrea asociada a Shigella.

El presente estudio permitird establecer las medi-
das preventivas y correctivas tanto en el manejo del
agua como para el uso de los instrumentos de tra-
bajo como la jeringa triple y la pieza de mano, con
el fin de disminuir los riesgos de infeccién tanto
para el personal de salud como para los pacientes y
usuarios de esta (18-21).
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Tratamientos alternativos de medicina tradicional para
Chlamydia trachomatis, agente causal de una infeccion
asintomatica

Alternative Treatments of Traditional Medicine for Chlamydia
trachomatis, Causal Agent of an Asympomatic Infection

Daniela Lara Gutiérrez!, Ruth Mélida Sanchez Mora?

Resumen

En la actualidad, Chlamydia trachomatis (CT) es una de las causas mds frecuentes de infecciones
de transmisién sexual (ITS) y morbilidad reproductiva en el mundo, Incluye tanto paises desa-
rrollados como en via de desarrollo, con un reporte alrededor de 92 millones de casos anuales.
CT es una bacteria intracelular obligada cuyo inicio de la infeccién es asintomdtico, causa infec-
cién crénica, puede generar infeccién persistente y complicaciones como cdncer de ovario. Las
infecciones por CT son asintomadticas en el 70% de las mujeres y el 40% de los hombres, lo que
dificulta el diagndstico en las fases tempranas de la infeccién y el tratamiento oportuno, lo que
conlleva a un aumento en los contagios en la poblacién.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el tratamiento para CT incluye la
utilizacién de antibidticos tipo tetraciclinas, macrélidos y fluoroquinolonas. Sin embargo, a pesar
de su alta tasa de eficacia, cada vez son mds recurrentes las infecciones. Reportes recientes han
demostrado resistencia por parte de los cuerpos elementales y se ha podido determinar que los
antibiéticos disminuyen la poblacién de lactobacillus vaginales beneficiosos, causando mayores
complicaciones en los pacientes. Basados en estos hallazgos, las investigaciones actuales se han
centrado en terapias alternativas que reduzcan la actividad antichlamydial y que sean de libre
acceso, generando el menor dafo posible en los pacientes.

Palabras claves: Chlamydia trachomatis, asintomdtico, multirresistente, terapia alternativa, anti-
chlamydial.
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Abstract

Currently, Chlamydia trachomatis (CT) is one of the most frequent causes of sexually transmitted in-
fections (STTs) and reproductive morbidity in the world, including both developed and developing
countries, with a report of around 92 million annual cases. CT is an obligate intracellular bacterium
whose onset’s infection is asymptomatic, causes chronic infection, can generate persistent infection
and complications such as ovarian cancer. CT infections are asymptomatic in 70% of women and 40%
of men, which makes diagnosis difficult in the early stages of infection and timely treatment, which
leads to an increase in infections in the population.

According to the World Health Organization (WHO), treatment for TC includes the use of antibio-
tics such as tetracyclines, macrolides and fluoroquinolones. However, despite their high efficacy rate,
infections are becoming more frequent. Recent reports have shown resistance on the part of elementary
bodies and it has been determined that antibiotics decrease the beneficial vaginal lactobacillus popula-
tion, causing greater complications in patients. Based on these findings, current research has focused
on alternative therapies that reduce antichlamydial activity and that are freely accessible, generating the
least possible harm to patients.

Keywords: Chlamydia trachomatis, asymptomatic, multiresistant, alternative therapy, antichlamydial.

Introduccion

Las Infecciones de Transmisién Sexual (ITS) son un
problema de salud publica en el mundo, y su ma-
nejo eficaz refleja uno de los mayores trabajos mul-
tidisciplinarios en los dltimos tiempos (1). Afectan
a paises industrializados y en vias de desarrollo,
generando altos costos para los sistemas de salud
debido a su tratamiento y pueden causar secuelas
en el aparato reproductor, tanto de hombres como
mujeres, a mediano y largo plazo e incluso pueden
provocar la muerte (2). Las infecciones por CT son
consideradas un problema de salud pdblica., Ade-
mds, en Colombia no se conoce informacién epide-
mioldgica completa de todas las ITS, considerando
que solo el VIH, la hepatitis B y la sifilis gestacional
y congénita son de reporte obligatorio (3).

A pesar de ser una infeccién presente en todo el
mundo, es subnotificada por las entidades de Salud
Publica debido a la ausencia de sintomas y manifes-
taciones clinicas, lo que contribuye a un desconoci-
miento generalizado sobre su verdadera prevalencia

(3). La utilizacién de antibiéticos tipo tetraciclinas
(doxiciclina), macrélidos (azitromicina) y fluoro-
quinolonas se emplean como tratamiento conven-
cional para CT (4), con alta tasa de eficacia (5).,
Sin embargo, cada vez son més recurrentes las in-
fecciones por esta bacteria. Estudios han demos-
trado la aparicién de cepas multirresistentes (6-7),
que explicarian la persistencia de la infeccién como
consecuencia de la resistencia a los antibiéticos.,
También se ha reportado que el constante uso de
antibiéticos puede generar resistencia por parte de
otros patdgenos y también se puede presentar una
disbiosis vaginal. En la actualidad no hay vacunas
para prevenir la infeccién por CT y la respuesta in-
munoldgica favorece la cronicidad de la enferme-

dad (8-9).

A raiz de esta problemdtica surge la necesidad de
realizar una revisién bibliogréfica actualizada, com-
prendiendo como tema principal las investigaciones
de tratamientos alternativos frente a esta infeccién.
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Chlamydia trachomatis y su persistencia

CT es una bacteria intracelular obligada con un
ciclo de desarrollo bifdsico (10-11), Gram negati-
va, no movil y aerébica (12), es patdgena en hu-
manos, perteneciente a la familia Chlamydiaceae
(13) y considerada uno de los microorganismos de
transmisién sexual mds prevalentes en el mundo
(14). Existen 15 serovariedades de CT clasificadas
de acuerdo con la variabilidad antigénica de la pro-
teina principal de la membrana externa (MOMP).
Dentro de estas serovariedades estan las causantes
de tracoma (Serogrupos A-C), las causantes de in-
fecciones urogenitales (Serogrupos D-K) y las que
causan linfogranuloma venéreo “LGV” (L1-L2-L3)
(15-18).

Al tener un desarrollo bimérfico, posee una forma
metabdlicamente inactiva conocida como cuerpo
elemental (CE), el cual posee una membrana externa
que le brinda estabilidad extracelular otorgdndole la
resistencia a factores ambientales adversos de forma

de una infeccion asintomatica

semejante a una espora (19). Esta forma inactiva es
capaz de entrar en contacto con las células epite-
liales, a través de la interaccién de receptores de la
célula blanco (receptores de factor de crecimiento,
proteoglicanos hepardn sulfato) con proteinas bac-
terianas de la membrana externa (MOMP, OmcB,
PmpD) (20). Después de entrar en contacto con las
células epiteliales se transforma en cuerpo reticular
(CR) que es la forma intracelular del microorganis-
mo metabélicamente activo y se multiplican dentro
de las vacuolas formadas por endocitosis (inclusio-
nes) dentro de células del huésped, transcurridas 48
a 72 horas los CRs se transforman nuevamente en
CEs infecciosos y se liberan por lisis celular para
infectar células vecinas. Esta bacteria puede generar
un estado de persistencia (formas aberrantes) en el
drea endocervical durante un tiempo prolongado.
Por lo anterior, dicho microorganismo depende de
la viabilidad y funcionalidad de la célula huésped
para efectuar su ciclo de vida, siendo capaz de blo-
quear la apoptosis de la célula infectada y evadir el
sistema inmune (10,21).

Figura 1. Ciclo de vida de Chlamydia trachomatis.
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Epidemiologia de la infeccion con CT

La bacteria CT es el microorganismo que causa la
principal ITS bacteriana tanto en paises desarrolla-
dos como paises subdesarrollados (22). CT tiene
una prevalencia creciente con casi 100 millones
de nuevas infecciones cada ano (14). Segin un
informe de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), en 2005 se registraron en el mundo 101
millones de casos nuevos de infeccién por CT. La
mayor frecuencia de esta bacteria se presenté en la
regién de las Américas, con una prevalencia de 5,5
% en mujeres y 3,45 % en hombres (23).

En el 2008 y 2011 se reportaron cerca de 92 millo-
nes de casos de infeccidn al afio causados por CT,
siendo esta una de las principales causas de inferti-
lidad en hombres y mujeres (23-25). La clamidiasis
tiene mayor prevalencia en adolescentes y adultos
de un 5% a 10%, donde la poblacién mas afecta-
da son mujeres menores de 24 afos y hombres en
edades de 15 a 24 afos (22). Es importante resaltar
que alrededor de un 70% de los casos en mujeres
y de un 30% a un 50% de casos en hombres no
son diagnosticados a tiempo debido a que es una
enfermedad asintomdtica en un 80% de los casos
(22,26).

Por otro lado, CT también causa el tracoma, la
principal causa de ceguera prevenible alrededor
del mundo. Este tipo de manifestacién clinica se
presenta en dreas endémicas como Asia y Sudéfrica
(18). En América Latina, se ha encontrado que Bra-
sil, Guatemala y México presentan 1,1 millones de
personas con tracoma (15). Sumado a lo anterior,
las comunidades indigenas de Colombia muestran
una prevalencia de tracoma en 18% de los casos

(27).

En Colombia las ITS causadas por CT y Neisse-
ria gonorrhoeae, constituyen un serio problema de
salud publica. La Clamidiasis se ha detectado en
gestantes (2% a 25%), en mujeres que acuden a cli-
nicas de I'TS (15% a 33%) y en poblacién general
(3% a5 %) (28).

Un reporte emitido por el Ministerio de Salud y
Protecciéon Social de Colombia, en el que se anali-
zaron los datos registrados en “El Sistema de Infor-
macién de Prestadores de Salud (RIPS)”, permite
evidenciar que sélo se diagnosticaron 1.538 perso-
nas con infeccién por clamidia en 2009, en el afio
2010 se encontraron 1.525 casos y en el ano 2011
se reportaron 1.313 casos. Como se puede eviden-
ciar estos casos reportados son una muy pequefia
parte del total de casos reales que deberfan regis-
trarse, pero debido a sus multiples complicaciones
se presentan boletines alejados de la realidad (29).

Patologia de la infeccion por CT

La infeccién por CT cursa de manera asintomdtica
en la mayoria de los casos, lo que favorece la propa-
gacion y reinfeccién (6,14,30-31). Desde el punto
de vista fisiopatolégico CT genera inflamacién e
infeccién persistente (originada por la entrada de
los cuerpos elementales a las células) que puede
durar meses o afos en el drea endocervical y/o pe-
rianal, por lo que factores como resistencia al tra-
tamiento, infecciones repetidas, o un tratamiento
antimicrobiano tardio favorecen la invasién a los
érganos genitales femeninos superiores, como los
ovarios o las trompas de Falopio (32), ocasionando
dano en los tejidos cercanos, produciendo enfer-
medad pélvica inflamatoria, infertilidad y convir-
tiéndose en un cofactor de cdncer de ovario (33) y
céncer cervical, principalmente en células escamo-
sas de cérvix (30)., Esta inflamacién crénica favo-
rece la infeccién por Virus de Papiloma Humano

(VPH) (31).

Las particulas infecciosas de CT invaden la super-
ficie mucosa del tracto genital femenino y pueden
persistir por un largo tiempo (34). En mujeres
causa uretritis, salpingitis, endometriosis y cervi-
citis, cuyos sintomas iniciales incluyen flujo vagi-
nal intermitente, intermenstrual y/o después de
las relaciones sexuales puede estar acompanado
de sangrado. Si no se trata a tiempo, la infeccién
progresa hacia la parte superior del aparato repro-
ductor ocasionando la enfermedad pélvica infla-
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matoria (4% a 12%), dolor pélvico crénico (18%
a 24%) y otras secuelas reproductivas, que pueden
ser asintomdticas y generan complicaciones severas
como infertilidad del factor tubular (6% a 21%),
embarazo ectdpico (7% a 9%), muerte fetal o par-
to prematuro (35-38).

Ademds, se ha reportado que el neonato puede in-
fectarse durante el parto natural al tener contac-
to con las membranas mucosas (ojos, orofaringe,
tracto urogenital y recto), con el tejido cérvico y
secreciones infectados., Igualmente, puede presen-
tar conjuntivitis (tracoma) después de 5 a 12 dias
de nacimiento, y neumonia del 1 a 3 meses de edad
con cuadro subagudo y afebril (39).

En hombres causa la uretritis no gonocécica y en
mids del 50% son asintomdticos. También pueden
presentarse complicaciones como epididimitis o
infeccién en los ductos espermdticos. Estas infec-
ciones conllevan a complicaciones como la uretri-
tis, prostatitis, epididimitis, estenosis de uretra y
conductos deferentes con el riesgo de esterilidad
por azoospermia. En hombres que tienen sexo
con hombres, se presenta el LGV y estenosis rec-
tal; ademads, dicha infeccién se ha relacionado con
el sindrome de Reiter (uretritis, artritis reactiva y
uveitis) (18,25).

Tratamiento convencional contra la infeccion

de CT

De acuerdo con la OMS y el Centro de Prevencién
y Control de enfermedades (CDC) (18), el trata-
miento para la clamidiasis no complicada incluye
la utilizacién de doxiciclina (100 mg dos veces
por dia durante 7 dias) y azitromicina (1 g en una
dosis, indicado principalmente en mujeres emba-
razadas) como régimen convencional (18,40-41).
Mientras que, amoxicilina, eritromicina, ofloxaci-
nay tetraciclina se emplean como régimen alterno
(42), estos tratamientos presentan una eficacia en-
tre el 96% a 98%., Sin embargo, aunque en algu-
nos casos se resuelve la infeccién, éstos no mejoran
los dafos ocasionados en el tejido (41-43).

de una infeccion asintomatica

Se han visto fallas en el tratamiento, complicindo-
se el panorama con los casos asintomdticos, pues
en infecciones cervicales pueden pasar desapercibi-
das hasta por 4 anos. No obstante, la persistencia
o la repeticién de la infeccién ocurre entre 10% y
15% de las mujeres que han sido tratadas (18). Di-
versos estudios han demostrado que la persistencia
de la infeccién puede ser ocasionada por fallas en
el tratamiento (8,44-46)., Uno de los factores que
contribuyen al aumento de casos, es la persistencia
de la infeccién inicial debido a la presencia cons-
tante de cuerpos elementales que pueden invadir
una nueva célula y generar la reinfeccién, al encon-
trarse esta persistencia de la enfermedad, diversas
investigaciones se han centrado en el bloqueo o in-
hibicién de los cuerpos elementales su ingreso a la
célula (47). Esta situacién deja un mal prondstico
de este problema de salud publica, donde la fitote-
rapia proporciona nuevas alternativas terapéuticas.

Tratamientos alternativos de medicina
tradicional contra CT

Existen al menos cuatro razones para realizar in-
vestigaciones sobre nuevas terapias antichlamydia-
les. En primer lugar, la persistencia de los cuerpos
elementales de CT desde la infeccién inicial. La
segunda razén es la resistencia a los antibiéticos
(tetraciclina, doxiciclina, azitromicina y ofloxaci-
na). En tercer lugar, la aparicién de resistencia a los
antibiéticos por parte de otros patdgenos, debido
al uso constante de estos. Por tltimo, el dafio a la
microbiota por el uso prolongado de antibiéticos
de amplio espectro, lo cual puede producir disbiosis
vaginal, lo que a su vez puede terminar en una va-
ginosis por Candida spp (48). Dada la importancia
de los cuerpos elementales para la reaparicién de
la enfermedad, diversas investigaciones se han cen-
trado en el bloqueo o inhibicién de su ingreso a la

célula (49).

Con el fin de buscar terapias alternativas a los me-
dicamentos antibacterianos para el tratamiento de
infecciones causadas por CT, que sean eficaces y
que no causen resistencia, investigaciones recientes
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se enfocan en el estudio de extractos de plantas y
metabolitos secundarios aislados de plantas, reco-
nociendo un amplio rango de compuestos que en
diferentes estudios han demostrado actividad anti-
microbiana, muchos de los cuales han exhibido ac-
tividad antichlamydial in vitro, encontrdndose fla-
vonoides, cumarinas, terpenoides y alcaloides. Los
autores sugieren ademds el empleo de formulacio-
nes “poliherbales” promisorias para la prevencién y
control del desarrollo de la resistencia al tratamien-
to (43). De acuerdo con lo anterior, la fitoterapia
podria proporcionar nuevas alternativas de trata-
miento mediante el descubrimiento de extractos
y/o fracciones obtenidos de plantas medicinales que
sean eficaces y seguros.

Actualmente la OMS reconoce que cerca del 80%
de la poblacién en paises en via de desarrollo de-
pende de la Medicina Tradicional (MT) para sa-
tisfacer sus necesidades sanitarias y al menos el
70% de las férmulas farmacéuticas utilizadas en la
actualidad provienen de elementos naturales (50).
En Latinoamérica las poblaciones emplean la MT
como resultado de circunstancias histéricas y creen-
cias culturales (42). Colombia es reconocido como
el segundo pais a nivel mundial en diversidad de
especies vegetales de las cuales cerca de 6000 cuen-
tan con propiedades medicinales (51-52), lo que
convierte a sus especies vegetales en una fuente de
conocimiento con potencial terapéutico para el tra-
tamiento de enfermedades en salud publica como
la clamidiasis.

Los productos naturales abarcan una amplia varie-
dad de compuestos bioquimicos, entre los cuales
los metabolitos secundarios de plantas representan
el grupo mds amplio, siendo los polifenoles el gru-
po con mids investigaciones relacionadas al trata-
miento de Chlamydiaceae. También es importante
mencionar los compuestos lipidicos y proteindceos
que han demostrado una actividad antichlamydial,
al igual que otros metabolitos celulares y los probié-
ticos que han revelado un potencial efecto negati-
vo contra las infecciones por clamidias (53). Otros
metabolitos de interés son los taninos, cumarinas,

terpenos, alcaloides, aceites esenciales, lectinas, po-
lipéptidos, glicésidos y saponinas (54).

Se han realizado diversas investigaciones a lo largo
de los anos que han permitido encontrar compues-
tos Gtiles, la mayoria de los cuales se centran en la
medicina tradicional de cada uno de los continentes
(61-63). Una investigacién realizada por Al-Mar-
zooky en 1981 sobre medicina etnobotdnica 4rabe,
permitié corroborar la actividad antibacteriana de
un extracto de trufa hervida de Zerfezia claveryi,
indicando que todos los extractos acuosos, polares
y no polares de esta hierba mostraban una buena
actividad antichlamydial (55). De igual manera
un estudio realizado por Zaretzy y colaboradores
en 1995 (56), demostré el bloqueo de la infeccidn
empleando polianiones sulfatados en una linea de
epitelio cervical.

De igual forma Vermani y colaboradores en 2002,
proponen que prescripciones tépicas de berberina,
el cual es un alcaloide de tipo isoquinolinico cuya
eficacia y seguridad clinica ha mostrado ser compa-
rable con la sulfacetamida, pueden ser efectivas para
el tratamiento de la infeccién por Chlamydia (57).
Por otra parte, estudios etnobotdnicos han permi-
tido la identificacién y el aislamiento de metabo-
litos con actividad antichlamydial entre los mads
reconocidos se encuentra la berberina (43, 58-60),
empleada en el tratamiento de tracoma ocular (58),
infecciones vaginales (43, 57) y en paciente con ure-
tritis y cervicitis (64). En Colombia este compuesto
ha sido identificado en Berberis aquifolium, Berberis
vulgaris e Hydyastis canadensis idifolia colectada en
cercanias a Bogotd (57). También se ha encontrado
en Zanthoxylum monophyllum, una rutdcea colec-
tada en la Sierra Nevada de Santa Marta, con pro-
piedades citotéxicas en lineas celulares de tumor de
seno, colorrectal, laringe y géstrico (65).

De igual manera, Muschiol y colaboradores en 2006
(66), demostraron que el empleo de INP0400, una
molécula pequefa perteneciente a las hidrazonas,
inhibe la replicacién intracelular e infectividad
de CT mediante microscopia de inmunofluores-
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cencia. Investigaciones realizadas por Adedapo
en 2008 y Korir en 2011 permitieron determinar
actividad antichlamydial en Erythrina abyssinica y
Calpurnia aurea respectivamente. Ese tltimo ano,
Entrocassi evalué una infusién al 10%, un extracto
metanoélico y un extracto de cloruro de metileno de
Hydrocotyle bonariensis. Esta es una planta herbdcea
que crece en norte y centro de la Argentina, em-
pleada en etnomedicina como antiséptica, diurética
y estimulante., También fue estudiada frente a ais-
lamientos clinicos de CT, el extracto de cloruro de
metileno demostré una inhibicién del 99% a 100
% del ingreso de los cuerpos elementales a la célula.
Por otro lado tanto la infusién al 10% como el ex-
tracto metandlico no demostraron actividad (67).

Una investigacién realizada por Semenya en 2013,
buscé analizar la medicina tradicional de los cu-
randeros Bapedi de la provincia de Limpopo en
Sudadfrica, y se pudieron identificar ocho especies
de plantas antichlamydiales: Aloe marlothii subsp.
marlothii, Eucomis pallidiflora subsp. Pole-evansii,
Gethyllis namaquensis (Schonland) Oberm, Hypoxis
obtusa Burch. Ex Ker Gawl, Kleinia longiflora DC,
Protea caffra subsp. caffra, Tribulus terrestris L, y Zi-
ziphus mucronata Willd. Es importante resaltar que
la mayoria de las terapias efectivas resultaban de la
mezcla de varias plantas (68).

En una revisién reciente realizada por Protoz y
Cho en 2015, sobre productos naturales para el
tratamiento de tracoma e infecciones por CT, se
evidencia la amplia gama de compuestos que en
diferentes estudios han demostrado actividad an-
timicrobiana, muchos de los cuales han exhibido
actividad antichlamydial iz vizro. Dentro de estos
compuestos se encuentran flavonoides, cumarinas,
terpenoides, alcaloides y péptidos; los cuales han te-
nido una respuesta favorable como tratamiento de
infecciones bacterianas (43). En esta misma revi-
sién se resaltan los usos del “Praneem”, una crema
en base acuosa para aplicacién tépica que contiene
tres principios activos: extracto purificado de semi-
llas de Azadirachta indica (neem), hidrocloruro de
quinina y extracto de saponinas del pericarpio de

de una infeccion asintomatica

Sapindus mukorossi. La efectividad y confianza de
este producto se confirman con estudios realizados
en India, Brasil, Egipto y la Republica Dominica-
na (57, 69). Finalmente, un estudio en el Hospital
Safdarjung, Nueva Delhi, determiné que para el
octavo dia de aplicacién, CT habia sido eliminada
de la regién cervicovaginal (69). Esta preparacion
también ha demostrado actividad antibacteriana y
antifingica contra Gardnerella vaginalis y Candida

albicans (69).

Otros estudios realizados por Nardini y colabora-
dores en 2016 (70), demostraron la importancia de
metabolitos tipo dcidos orgdnicos que representan
una barrera de defensa importante frente a la infec-
cién por CT. Mis adelante una investigacién muy
importante realizada por Zigangirova y colaborado-
res en 2017, evalud la actividad antichlamydial del
licopeno, uno de los principales carotenoides de la
dieta que estd presente en el tomate y algunas otras
frutas (71). Esta investigacion logré determinar la
toxicidad del licopeno sobre clamidia con la prue-
ba de MTT (BioVision, EE. UU.) 24 horas des-
pués de la adicién al cultivo celular., Estos hallazgos
confirmaron un efecto inhibidor del crecimiento
de Chlamydia del 90%, los resultados se confirma-
ron por inmunofluorescencia y por microscopia
electrénica (72). Los investigadores sugieren que
el licopeno tiene antioxidantes que son capaces de
bloquear la replicacién de Chlamydia en las células
del huésped, y recomiendan seguir realizando in-
vestigaciones sobre este efecto antioxidante (73).

Conclusiones

CT es un microorganismo de alta prevalencia mun-
dial, por lo que se resalta la importancia de su estu-
dio basico en Colombia, ya que como se menciond,
por su asintomatologia, persistencia y por el desa-
rrollo de infeccién crénica puede verse asociado al
desarrollo de enfermedades ginecolégicas como el
cancer de ovario (74-75).

Si bien es cierto que se ha ahondado en la basqueda
de nuevas terapias que han permitido el desarrollo
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de varios tratamientos alternativos de medicina tra-
dicional contra CT, atin es necesario realizar inves-
tigaciones en este campo para poder encontrar un
tratamiento 6ptimo y seguro contra la clamidiasis.
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Estudio de caso

Diagnostico prenatal de inversion pericentrica del
cromosoma cinco de novo en una paciente con
gestacion a término sin complicaciones posteriores

Prenatal diagnosis of pericentric de novo inversion in the fifth
chromosome in a patient with term birth without posterior complications

Carolina Torres !, Carla Usta ', Laura Mancilla !, Isabel Fernandez 2, Luis Gustavo Celis *

Resumen

Los avances en las técnicas de citogenética han permitido detectar con mayor precision alteracio-
nes cromosémicas tanto estructurales como de niimero. La amniocentesis genética es una prueba
invasiva que se realiza entre la semana 16 y 20 de gestacién que nos permite detectar distintas
alteraciones cromosémicas. Presentamos un caso de una paciente que se le realizd a las 18 se-
manas de gestacién la amniocentesis por edad materna avanzada (39 afos), evidencidndose en
el cariotipo una inversion pericéntrica del cromosoma 5. Se procedié a realizar cariotipos a los
padres, ambos normales. De acuerdo con este resultado a la paciente se le realizé ecosonogramas
para detectar si el feto presentaba malformaciones y se realizé asesoramiento genético. A conti-
nuacion, se hizo evaluacién del recién nacido y seguimiento durante 4 anos para evaluar fenotipo
y desarrollo neurolégico. Como se comentard, el cromosoma 5 codifica para muchos genes y es
responsable de muchas patologias, de las cuales este paciente no presenté ninguna.

Palabras claves: cromosoma 5, inversién pericéntrica, anomalias, cariotipo, genes, amniocente-
sis.

Abstract

Advances in cytogenetic techniques have made it possible to, more accurately, detect both struc-
tural and number chromosomal alterations. Genetic amniocentesis is an invasive test that is per-
formed between week 16 and 20 of gestation that allows us to detect chromosomal alterations.
We present a case of a patient who underwent amniocentesis by advanced maternal age (39 years)
at 18 weeks of gestation, showing a pericentric inversion of chromosome 5 in the karyotype
and proceeded to perform karyotypes of the parents, both normal. According to this result, the
patient was screened for fetal malformations and genetic counseling. Newborn evaluation and
4-year follow-up to assess phenotype and neurological development. As discussed, chromosome
5 codes for many genes and is responsible for many pathologies that this patient did not present.

Keywords: chromosome 5, inversion pericentric, anomalies, karyotype, genes, Amniocentesis.
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Introduccion

Dados los avances cientificos en medicina, el ser
humano puede acceder a diferentes métodos diag-
nésticos; la amniocentesis es uno de esos méto-
dos ampliamente usado mediante el cual se puede
realizar un cariotipo en el liquido amnidtico para
diagnosticar diferentes alteraciones a nivel genético
(1-2).

El cromosoma 5 es uno de lo mas grandes pares en
los 23 pares cromosomicos en los seres humanos,
representando un 6.08% del ADN total (3), el cual
posee aproximadamente 923 genes, algunos de los
cuales estdn implicados en la formacién de molécu-
las de transmisién de sefales inmunes (4-5).

Las inversiones cromosémicas son un tipo comuin
de estructura equilibrada, se clasifican en paracén-
tricas y pericéntricas. Hay datos que muestran que
la inversién paracéntrica se puede hallar de 10 a 50
en cada 100.000 personas, en cambio la pericéntri-
ca se ha encontrado en 12 a 70 por cada 100.000
personas (6). Generalmente, las inversiones no
muestran ninguna alteracién fenotipica; sin embar-
go, esa reorganizaciéon cromosdmica puede resultar
en gametos no balanceados (5,7).

En este articulo reportamos un caso de una in-
versién del cromosoma 5 de diagnostico prenatal,
evaluacién de recién nacido de 39 semanas, y se-
guimiento durante 4 anos dadas las multiples enfer-
medades posnatales que pueden generarse en esta
alteracién. El caso de este paciente complementa
otros reportes ilustrando que a pesar de una inver-
sién del cromosoma 5 existe la posibilidad de un
desarrollo normal en el nino.

Meétodos

Se realizé amniocentesis genética a las 18 semanas
de gestacién por indicacién de su médico tratante,
riesgo sérico y edad materna avanzada (E.M.A). Se
recibieron 20cc de liquido amnidtico, claro, pun-
cién dnica, sin complicaciones. Se procedié a rea-

lizar el cultivo celular en dos frascos de cultivo de
25cm3 utilizando el medio de cultivo Chang Am-
nio (Irvine Scientific), luego fueron colocados en
incubadora de CO?2 , realizando cambios de medio
de cultivo y posteriormente se realizé la cosecha
para la obtencién de los cromosomas. Posterior-
mente se realizé el andlisis de 20 metafases median-
te la técnica de Bandas G.

Se realizé cariotipo a los padres para determinar la
posibilidad de que alguno de ellos fuera portador

sano de la inversidn, siendo ambos normales.

Se realizé asesoramiento genético y se le indica eva-
luacién del recién nacido.

Resultados

Se trata de un recién nacido a término con madre
de 39 afios primigestante ( ver Figura 1), en quien
se consider$ pertinente realizacién de cariotipo en
liquido amniético a las 18 semanas de embarazo
por parte del médico tratante con indicacién riesgo
sérico en el primer trimestre y edad materna avan-
zada (EMA). Los padres eran saludables sin con-
sanguinidad y sin antecedentes de enfermedades
genéticas hereditarias hasta tres generaciones, con
resultado de cariotipo dentro de limites normales
(46, XX — 46, XY). Embarazo a término controla-
do, sin complicaciones. A la gestante se le realiz6
controles prenatales completos dentro de limites
normales.

Figura 1. Arbol genealdgico del paciente.
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Fuente. Elaboracién propia.
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El resultado de cariotipo realizado en el liquido
amnidtico producto de la amniocentesis evidenci6
paciente masculino anormal con inversién peri-

con gestacion a término sin complicaciones posteriores

céntrica del cromosoma 5 de novo. 46, XY, inv (5)
(p15;932), posteriormente a este resultado se reali-
z6 asesoramiento genético (ver Figura 2).

Figura 2. Cariotipo 46, XY, (inv) 5 (p15,932) [metafase 20].
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Fuente. Elaboracién propia.

Al nacimiento se recibié recién nacido vivo de sexo
masculino via abdominal (cesirea) sin complica-
ciones, adecuada adaptacién neonatal, sin reque-
rimiento de oxigeno suplementario ni soporte va-
sopresor, peso adecuado para la edad gestacional,
fenotipo normal; en quien se decidié alojamiento
conjunto sin complicaciones y al segundo dia alta
hospitalaria.

Se continué seguimiento, actualmente (2017) pa-
ciente con 4 anos de edad con curvas de crecimiento
y desarrollo neurolégico dentro de limites normales
(no déficit cognitivo o motor, a pesar de alteracién
cromosémica evidenciada en el cariotipo).

Discusion
En este articulo se ha descrito un paciente que pre-

senta una inversién pericéntrica del cromosoma 5
de novo en un recién nacido a término sin altera-

ciones fenotipicas ni del desarrollo, que podria estar
asociado a maltiples enfermedades.

Los seres humanos normalmente tienen 46 cromo-
somas divididos en 23 pares, donde existe dos co-
pias del cromosoma 5, el cual abarca cerca de 181
millones de bloques de DNA representando asi casi
el 6 % del total de DNA en las células. Se considera
que el cromosoma 5 contiene cerca de 900 genes
que dan instrucciones para la generacién de varias
proteinas las cuales tendrdn multiples roles en el
cuerpo humano. Por lo tanto, diferentes cambios en
la estructura del cromosoma 5 llevarfan a maltiples
efectos incluyendo retraso en el crecimiento y desa-
rrollo, alteraciones de la estructura facial, defectos
al nacimiento y otros problemas de salud. (8).

Algunas de las alteraciones que se pueden presentar
en el cromosoma 5 incluyen un segmento extra del
brazo corto (p) o del brazo largo (q) del cromosoma
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en cada célula; La pérdida de un segmento del brazo
largo, alteracién en anillo del cromosoma, translo-
caciones € inversiones como se expuso en este caso,
cada una de las cuales puede generar maltiples alte-
raciones y enfermedades (ver Figura 3) (8-9).

Las inversiones cromosémicas son un tipo comdn
de estructura equilibrada humana las cuales se cla-
sifican en paracéntrica y pericéntrica. La dltima
aparece entre el 1% y 2% de la poblacién. General-
mente los portadores de una inversién no generan
alteraciones fenotipicas; sin embargo, esta reorgani-
zacién cromosémica puede llevar a gametos no ba-
lanceados, llevando a los portadores de la inversién
a ser afectados por infertilidad por falla espermato-
génica y abortos. (7). Fuera de esto, existe una va-
riante que son las inversiones de novo que pueden
generar severos efectos fenotipicos en el individuo,
si el punto de inversién involucra regiones genéticas
criticas, entre esas las mds comunes son el retardo
mental, anormalidades craneofaciales, atresia del
meato auditivo y microtia segiin la regién que se
afecte (10).

Dentro de la secuencia de genes que se codifican
en el cromosoma 5, se pueden observar diversas pa-
tologfas asociadas a las inversiones, entre las que se
encuentra el sindrome hipereosinofilico (inversién
pericéntrica), que consiste en una entidad rara en la
que se evidencia un conteo absoluto de eosinéfilos
de mds de 15.000ul por mas de 6 meses asociado
a dano de érgano, eosinofilia reactiva, cdnceres he-
matoldgicos o fascitis eosinofilica. En esta entidad
se ha observado una asociacién con la inversién en
el cromosoma 5 ya que este codifica para el factor
de crecimiento derivado de plaquetas receptor beta,
generando una mutacién y por ende la enfermedad
descrita (11-12).

El Sindrome Hermansky-Pudlak es un grupo de
desérdenes genéticos heterogéneos que son causa-
dos por una mutacién en los genes que afectan la
sintesis y funcién de los organelos asociados a los
lisosomas, los cuales son ampliamente distribuidos
en tejidos hematopoyéticos. Una de esas altera-

ciones genéticas se ve presente en el Sindrome de
Hermansky-Pudlak tipo 2 donde se ha evidenciado
que una inversién en el cromosoma 5 realizaria dis-
funcién plaquetaria y neutropenia generando que
el paciente tenga susceptibilidad a infecciones vi-
rales y raramente linfohisticocitosis hemofagocitica
como respuesta a una infeccién viral (13).

Ademds de las enfermedades previamente descritas
asociadas a inversién del cromosoma 5 se ha evi-
denciado en la literatura asociacién con neoplasias
como, por ejemplo, la leucemia linfobldstica aguda
(LLA), la cual se presenta en un tercio de todos los
pacientes pedidtricos con cdncer y se caracteriza por
la proliferacién y acumulacién de blastos malignos
en el hueso y en la sangre periférica, con un pico
aproximado de incidencia entre 2 a 5 afios de edad.
Aunque se han realizado reportes de caso en el que
se evidencia asociacién con sindromes genéticos,
realmente la causa de LLA permanece desconoci-
da, pero por la gravedad de su comportamiento es
necesario tener en cuenta la inversién del cromo-
soma 5 como prioridad en el estudio de la misma
(14-15). Algunas de las enfermedades benignas a
asociadas son las convulsiones familiares benignas
neonatales, las cuales estin asociadas a un patrén de
herencia autosémica dominante, generando que se
presenten convulsiones en el primer mes de vida y
usualmente desaparecen a la edad de 6 meses (16).
Existe otra enfermedad especificamente asociada al
brazo q y a la inversién de este, ya que se codifica
el receptor acoplado a proteina G que afecta el des-
censo testicular, por lo cual se ha evidenciado en la
literatura que al haber una inversién del cromosoma
existe la posibilidad de generar criptorquidia bilate-
ral y anormalidades fenotipicas (17). Finalmente,
una de las enfermedades mas comtinmente asocia-
da al cromosoma 5 es el Sindrome Cri-du-chat el
cual es causado por haploinsuficiencia de los genes
en la parte distal del brazo corto del cromosoma 5,
generando algunas caracteristicas como microcefa-
lia, retraso en el desarrollo, y un sollozo parecido al
maullido de un gato. La mayoria de pacientes con
este sindrome se debe a una deleccién esporddica de
novo, que estd asociado a bajo riesgo de recurren-
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con gestacion a término sin complicaciones posteriores

cia. Sin embargo, en algunos casos esta asociado a
una monosomia 5p acompanado de trisomia 5q y
esta combinacién es virtualmente asociada a inver-
siones pericéntricas largas parentales, por lo cual
siempre se debe realizar un cribado en el paciente
como en los familiares (18).

Igualmente, es importante mencionar algunas de
las enfermedades que se pueden generar por otra
alteracién cromosémica diferente de la inversién.
Existen pocos reportes de duplicaciones en el brazo
largo del cromosoma 5 en el que rara vez se eviden-
cia una misma duplicacién en los mismos segmen-
tos, dando pie a generar retardo en el crecimiento,
comportamiento hiperkinético, retraso en el habla
y psicomotor (19).

Luego de exponer las enfermedades mds comunes
y algunas severas que se puede generar por inver-
sién del cromosoma 5, este reporte de caso es una
demostracién de la normalidad cognitiva y de de-
sarrollo en un paciente con inversién de novo en
este cromosoma. Esto se puede explicar dado que
el alelo normal presente en el cromosoma sin inver-
tir es suficiente para compensar las alteraciones de
cromosoma afectado. Es decir el cromosoma nuevo
esta compensado (20-23).

Finalmente, es importante destacar que el permi-
so para el uso de la informacién utilizada en este
reporte de caso, ha sido dado por la Unidad de Ge-
nética Médica donde el paciente ha sido evaluado.
De la misma forma se conté con el respectivo con-
sentimiento informado.
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Articulo de revision

Descripcion de pruebas moleculares en el diagndstico
del virus Zika en el periodo 2008-Febrero 2018.
Revision sistematica

Description of molecular tests in the diagnosis of Zika virus in the period
2008-February 2018

Juan C. Pereira-Palacio’, Lady J. Gaviria-Mejia!, Sebastian Zea-Castrillon’,
Patricia E Jaramillo Arbelaez’, Astrid Bedoya®

Resumen

Objetivo. Describir las pruebas moleculares usadas desde 2008 para la deteccién del virus Zika
reportadas en articulos indexados en 3 bases de datos. Métodos. Se realiz6 la bisqueda de litera-
tura cientifica utilizando el método PRISMA durante el periodo 2008 — febrero de 2018, en las
bases de datos Pubmed, Science Direct y Embase, usando como criterios de inclusién articulos
originales publicados entre los anos 2008 a 2018 que realicen investigacién en humanos con sos-
pecha de infeccién por ZIKV y que describan la prueba molecular utilizada. Resultados. A partir
de una busqueda inicial de 2617 articulos recolectados con las palabras clave y aplicar los crite-
rios de inclusién y exclusién, se seleccionan 18 articulos, de los cuales 8 son de Science Direct,
4 de Embase y 6 de Pubmed. Se describe la RT-PCR como la técnica mds utilizada, se hallaron
9 blancos moleculares diferentes utilizados en las pruebas y 7 muestras bioldgicas de las cuales se
pudo amplificar el genoma viral. Conclusiones. Hasta el momento la RT-PCR es la técnica mds
utilizada para el diagnéstico de la infeccién por el virus Zika al ser la mds estandarizada y presen-
tar una alta sensibilidad y especificidad, sin embargo se sigue trabajando sobre otras técnicas que

garanticen la deteccién oportuna del virus, usando diferentes genes como el gen E, NS5, NS1,
NS2B NS3, NS4B y CPREM principalmente en suero y orina.

Palabras clave: Zika, molecular, test, diagnéstico, deteccién.

Abstract

Objective. To describe the molecular tests used since 2008 for detection of Zika virus reported
in indexed articles in 3 databases. Methods. A search of scientific literature was made using
the PRISMA method during 2008 period — February 2018, in the databases Pubmed, Science
Direct and Embase, using as inclusion criteria original articles published between 2008 to 2018
that make researches in humans with suspicion of ZIKV infection and that describes the use of
molecular test. Results. From an initial search of 2617 articles recollected with the keywords and
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after applying inclusion and exclusion criteria, 18 articles were selected, of which 8 are from Science
Direct, 4 from Embase and 6 from Pubmed. The RT- PCR was described as the most used technique,
it was found 9 different molecular targets used in the tests and 7 biological samples of which the viral
genome can be amplified. Conclusions. Until now the RT-PCR test is the most used technique for the
diagnosis of infection for Zika virus, being the most standardized test and due it presents a high sensi-

tivity and specificity, however there is still working about other techniques that guarantee opportune
detection of the virus, using different genes like E, NS5, NS1, NS2B, NS3, NS4B y CPREM mainly

in serum and urine.

Keywords: Zika, molecular, test, diagnostic, detection.

Introduccion

Las infecciones causadas por virus transmitidos
por vectores (arbovirus) constituyen un grupo de
enfermedades emergentes y reemergentes de dificil
control a nivel mundial. Entre estos, se encuen-
tran alfavirus como Chikungunya (CHIKV), y fla-
vivirus dengue (DENV), virus del Nilo Occidental
(West Nile), Zika y fiebre amarilla, entre otros.
Uno de los vectores mds conocidos es el Aedes ae-
Zypti, este mosquito transmite los virus por la saliva
o las heces, segtin el virus se multiplique dentro de
las gldndulas salivares o en el intestino del mosqui-
to.

El virus del Zika es un virus envuelto de Cdpside
icosahédrica, perteneciente a la familia flaviviridae
género flavivirus. Su genoma se clasifica en el gru-
po IV de la clasificacién Baltimore, se compone
de ARN no segmentado, monocatenario positivo
que codifica para 3 proteinas estructurales y 7 no
estructurales, el viridn tiene un didmetro de 50nm
y contiene una nucleocdpside rodeada por una bi-
capa lipidica donde se encuentran las proteinas es-
tructurales prM/M y E que se disponen de manera
icosaéedrica en la superficie (4). Aunque no se co-
noce muy bien la patogénesis, se cree que cuando
el mosquito infectado pica al ser humano, el ZIKV
atraviesa los queratinocitos y posteriormente infec-
ta las células dendriticas que se encuentra cerca del
lugar de la inoculacién. Estas células presentadoras
de antigeno llevan el virus hacia los nédulos linfdti-
cos y de alli el virus se disemina al torrente sangui-
neo invadiendo otros érganos, células neuronales y

los trofoblastos en el feto (5). Aunque el modo de
transmisién mds comun es la transmisién vectorial
a través de la picadura del mosquito, también se
sabe que existen modos de transmisién no vecto-
rial dentro de los que se encuentran las transfusio-
nes sanguineas y trasplante de 6rganos infectados,
la exposicién accidental del personal de laboratorio
y la transmisién sexual a través del fluido seminal.
Igualmente, se conoce que existe el riesgo de trans-
mision vertical por paso del virus via transplacen-
taria de una madre infectada hacia el feto.

Segtin la informacién suministrada por la Organi-
zacién Mundial de la salud (OMY) se han registra-
do brotes de enfermedad por ZIKV en Africa, las
Américas, Asia y el Pacifico. El primer gran brote
se registrd en la Isla de Yap (Estados Federados de
Micronesia) en 2007. En julio de 2015 Brasil no-
tificé una asociacién entre la infeccién por el virus
de Zika y el sindrome de Guillain-Barré (6), y en
octubre del mismo afo su asociacién con la micro-
cefalia (7). En Colombia, segtin el Instituto Na-
cional De Salud en sus boletines epidemioldgicos,
durante los afios 2015 a 2017, se confirmé la cir-
culacién de virus Zika en 560 municipios y cuatro
distritos del territorio nacional. Se han notificado
casos sospechosos de enfermedad por virus Zika
en 245 municipios, sumando un total de 809 mu-
nicipios con casos reportados entre confirmados
y sospechosos. Desde el inicio de la epidemia en
2015 hasta 2016 se notificaron 9.799 casos con-
firmados y 96.860 casos sospechosos por clinica.
En 2017 se notificaron un total de 2.054 casos de
Zika y para la semana epidemioldgica 11 de 2018
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se notificaron al Sivigila 16 casos de Zika, 12 ca-
sos de esta semana y cuatro notificados de manera
tardia. Hasta marzo 11 de 2018 han ingresado 266
casos de Zika, 245 (92,1 %) casos confirmados por
clinica, 19 (7,1 %) casos sospechosos y dos casos
confirmados por laboratorio (0,8 %) (8). Aunque
se evidencia una disminucién de casos, al ser un
virus reemergente es posible afrontar una nueva
epidemia, lo que implica desarrollar formas de pre-
vencién, métodos de diagndstico rdpidos y precisos
que aporten de manera oportuna la confirmacién
de casos por el laboratorio. Esta infeccién es un
problema creciente de salud publica por el elevado
nimero de personas afectadas (9).

Los sintomas mds comunes del Zika son fiebre leve
y exantema (erupcién en la piel o sarpullido). Sue-
le acompanarse de conjuntivitis, dolor muscular o
en las articulaciones, con un malestar general que
comienza entre 2 y 7 dias después de la picadu-
ra de un mosquito infectado (10). Una de cada
cuatro personas infectadas desarrolla los sintomas
de la enfermedad y en quienes los desarrollan, la
enfermedad es usualmente leve y puede durar de
entre 2 y 7 dias. Los sintomas son similares a los
del dengue o del Chikungunya, que también son
transmitidas por el mismo tipo de mosquito (11).

De acuerdo con una revisién sistemdtica publicada
hasta el 30 de mayo de 2016, la OMS ha conclui-
do que la infeccién por el virus de Zika durante el
embarazo es una causa de las anomalias cerebrales
congénitas, entre ellas la microcefalia, y que el vi-
rus de Zika es un factor desencadenante del sindro-
me de Guillain-Barré.

El diagnéstico clinico se basa en los sintomas de los
pacientes y en su historial reciente (por ejemplo, si
han sufrido picaduras de mosquitos o han viajado
a una zona en la que se sabe que el virus de Zika
estd presente). La dificultad en que el diagnédstico
sea solo por clinica, es que hay similitudes en los
sintomas producidos por otras infecciones acusa-
das por arbovirus, por lo tanto, la confirmacién de
laboratorio es de suma importancia (12, 13,14).

2008-Febrero 2018. Revision sistematica

El diagnéstico viral por el laboratorio puede reali-
zarse mediante pruebas seroldgicas. Sin embargo,
este diagndstico no es totalmente fiable, ya que
pueden producirse reacciones cruzadas entre las
pruebas de deteccién del ZIKV vy las que permiten
detectar el virus del Nilo Occidental, los cuatro se-
rotipos del virus del dengue y el virus de la fiebre
amarilla, entre otros (15, 16, 17, 18,19).

En ausencia de un tratamiento especifico y vacuna,
el diagndstico temprano es clave para controlar la
epidemia y realizar una intervencién oportuna. La
prueba mds confiable disponible se basa en méto-
dos moleculares para la deteccién de ARN ZIKV
a partir de muestras de fluidos corporales. Sin em-
bargo, algunas de estas pruebas se encuentran li-
mitadas a la fase aguda de la infeccién; por tanto,
se debe conocer varias metodologias que permitan
la utilizacién de diferentes tipos de muestras y la
deteccién en diferentes estadios de la enfermedad
(20). A continuacién de describen las pruebas en-
contradas para el diagnéstico de ZIKV.

Pruebas moleculares
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La finalidad de esta técnica es la amplificaciéon
en masa de determinado fragmento de DNA por
medio de un termociclador. Consiste de manera
global en una serie repetitiva de ciclos, cada uno
de los cuales consta de un patrén de desnatura-
lizacién (temperatura 94°C), un tiempo de ali-
neamiento del primer (temperatura de 45-55°C)
y un periodo de extensién (temperatura de 72°
C), que se logra mediante una enzima DNA poli-
merasa termoestable, para crear una acumulacién
de fragmentos especificos. El producto sintetiza-
do en cada ciclo puede servir como patrén en el
préximo nimero de copias de DNA, credndose
una reaccion en cadena que permite amplificar un
fragmento especifico de DNA. Esta técnica ofrece
sensibilidad debido a que a partir de cantidades
muy pequenas de material genético se detecta la
presencia del microorganismo en una muestra;
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ofrece especificidad ya que a través de condicio-
nes estrictas se logra amplificar inicamente el mi-
croorganismo que se busca detectar; y ofrece opor-
tunidad ya que permite un procesamiento rapido
si se compara con otras técnicas como cultivos ce-
lulares para aislamiento de virus (21).

Variantes de la PCR

Han surgido numerosas modificaciones derivadas
del método biésico inicial, con el propésito de me-
jorar el rendimiento o la especificidad, como la
PCR en tiempo real, donde el producto de am-
plificacién es monitoreado conforme transcurre
la reaccién (22). En la qPCR (PCR cuantitativa)
el objetivo es detectar y cuantificar las secuencias
especificas de dcidos nucleicos. En la reaccién en
cadena de la polimerasa - transcriptasa reversa
(RT-PCR) se vale de una transcriptasa reversa para
realizar la sintesis de un ADN complementario al
ARN (25). En cuanto a la PCR anidada, se trabaja
con 4 cebadores, en una primera ronda se amplifi-
ca de manera convencional con los dos cebadores
mids externos a la regién que se desea amplificar, el
producto de este primer PCR se utiliza como mol-
de para una segunda ronda que utiliza cebadores
internos a la regién previamente amplificada (23).
Por su parte, la amplificacién isotérmica mediada
por LOOP (LAMP) también tiene la capacidad
de amplificar fragmentos especificos de ADN o
ARN. La reaccién LAMP es isotérmica y amplifi-
ca el ADN del patégeno al punto de permitir una
visualizacién directa de la reaccién, por la libera-
cién de pirofosfatos que causan turbidez (24).

El ZIKV es un virus ARN, pero las pruebas mo-
leculares detectan y amplifican normalmente se-
cuencias de ADN, por lo que para el diagnésti-
co del ZIKV es necesario utilizar una prueba que
permita la lectura de ARN como la RT-PCR, en
la que se utiliza la enzima transcriptasa inversa
para que el ARN pueda ser transcrito en el ADN
complementario, lo que hace el andlisis de PCR de

moléculas de ARN posible (25).

Materiales y métodos

Se realizé una revisién sistemdtica de la literatu-
ra utilizando el método PRISMA (Preferred Re-
porting Items for Systematic Reviews and Me-
ta-Analyses) con el propésito de determinar cudles
son las pruebas moleculares reportadas en la lite-
ratura que se utilizan para la deteccién del virus
Zika durante el periodo 2008 a febrero 2018. La
busqueda de articulos se realizé en las bases de da-
tos Science Direct, Embase y Pubmed ya que se
considera que estas bases de datos contienen ma-
yor informacién de articulos publicados sobre el
tema de interés.

Utilizando los términos de busqueda “molecular
test”, “diagnosis”, “detection”, se utiliza en con-
juncién con el término Zika. Se realizé la busque-
da en el periodo de 2008 a febrero 2018, en los
idiomas inglés y espafol. Se realizé la lectura del
titulo y resumen y se aplicaron como criterios de
inclusién:

1. Articulos originales de investigacién.

2. Investigacién en humanos de todas las
edades con sospecha de infeccién por el
virus Zika.

3. Articulos publicados durante los anos
2008 y febrero del 2018 que contengan
la descripcién de las pruebas moleculares
utilizadas para el diagnéstico del ZIKV.

Se aplicaron como criterios de exclusién:
1. Estudios con series de casos con un n<10,

2. Estudios moleculares que utilizan cultivos
celulares de ZIKV como muestra.

La aplicacién de los criterios de exclusion fue reali-
zada por 2 investigadores de manera independien-
te para garantizar la reproducibilidad, realizando
una socializacién y discusién de las dudas con
otros 2 investigadores del proyecto. En esta tltima
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fase se incluyeron los articulos que cumplian con
todos los pardmetros para realizar un andlisis de la
informacién.

Para la extraccién de la informacién se disené una
hoja de célculo en formato Excel, la cual fue dili-
genciada por duplicado para garantizar la repro-
ducibilidad y se analizaron las siguientes variables
para cada estudio:

1. Ano de publicacién

2. Pais

3. Datos demogréficos

4. Tamano de la muestra
5. Prueba utilizada

6. Tiempo de deteccién

7. Tipo de muestra

8. Gen detectado.

9. Kits y primers utilizados

Resultados

En la busqueda inicial se encontraron un total de
2.617 articulos para las tres bases de datos, de los
cuales 956 fueron de Pubmed, 1025 de Science
Direct y 636 de Embase. A estos articulos se les
aplicaron los criterios de bisqueda en titulo y/o
abstract, obteniendo un total de 176 articulos.

Posteriormente se eliminaron 24 articulos dupli-
cados quedando un total de 152 articulos, a los
cuales se les aplicé los criterios de inclusién, de
estos, 87 correspondl'an a revisiones sistematicas,
comentarios y cartas al editor, 4 eran estudios rea-
lizados en animales, otros 4 eran estudios epide-
mioldgicos y 3 se referfan a investigaciones para el
desarrollo de vacunas; quedando 54 articulos ori-
ginales para realizar la lectura completa. Seguida-
mente con la aplicacién de los criterios de exclu-
sién, se encontraron 7 estudios con series de casos
con un n<10, 17 estudios se realizaron 7z vitro con
cultivos celulares, 5 estudios con solo el abstract
que no pudieron ser obtenidos y 7 estudios co-
rresponden a validaciones, con lo cual finalmente
quedaron 18 articulos incluidos para extraer la in-

2008-Febrero 2018. Revision sistematica

formacién. (Gréfico 1.)

De los 18 articulos seleccionados, 4 articulos
(22,22% corresponden a la base de datos Embase,
7 articulos (38,88%) a Science Direct y 7 articu-
los (38,88%) a Pubmed; el pais que mds estudios
reporté fue Brasil con 5 estudios (27.27%), segui-
do de Polinesia Francesa, Nicaragua e Italia con 2
(11.11%) cada uno, por su parte Singapur, Bélgi-
ca, Espana, Colombia, Canadd, Estados Unidos y
China aportaron 1 (5.55 %) cada uno.

Los 18 articulos fueron reportados entre los anos
2012 y 2018, observdndose en los afios 2012 y
2015 un reporte (5.5%) de estudios moleculares
para el diagnéstico de ZIKV; para el periodo 2016
y 2017 se evidencia un incremento, con 6 articu-
los (33.3%) cada ano y disminuye para el 2018
con un 22.2%.
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Grifico 1. Flujograma de seleccién de estudios.
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Fuente. Elaboracién propia a partir de los resultados presentados.

En cuanto al tamano de la muestra, en los 18 arti-
culos incluidos hubo alta heterogeneidad, se calcu-
16 una mediana de 94 y un RIQ de 251 (Q1=33,
Q3=284). Se observ6 c6mo en 8 estudios (44.4%)
utilizaron un rango de muestra entre 100-1100
participantes, mientras que en 6 (33.3%) y 4 estu-
dios (22.2%) utilizaron rangos entre 30-100 y 10-
30 respectivamente. Para la valoracién del tamano
de la muestra, se utiliz6 el programa estadistico
Epi Info y se observé que los articulos con mues-
tras entre 100-1100 eran altamente confiables a la
hora de representar una poblacién, mientras que
los estudios de 10-30 muestras podrian tener una

baja confiabilidad. Sin embargo, estos fueron in-
cluidos teniendo en cuenta que es una enfermedad
reemergente y que lleva poco tiempo en el desa-
rrollo de pruebas moleculares.

Un total de 10 articulos (55.5%) de los estudios
no reportan el dato de la edad, en los que si es
reportada se observa que el dato es variable y os-
cila entre 2 y 47 anos de edad. Con respecto a la
variable sexo, 9 estudios (50%) no la reportaron y
en el 50% restante ambos sexos son incluidos en
los estudios, pero no se evidencia la proporcién.
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De los 18 articulos revisados se hallaron diferen-
tes pruebas moleculares y se pudo determinar que
las técnicas mds utilizadas fueron RT-PCR y RT-
PCR en tiempo real, las otras como la RT LAMP,
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la PCR anidada, la PCR en tiempo real, la PCR
convencional y la PCR cuantitativa fueron usadas
en un menor porcentaje. (Grifico 2.)

Grifico 2. Tipo de pruebas moleculares utilizada en los diferentes estudios para el diagnéstico de ZIKA.
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Fuente. Elaboracién propia a partir de los resultados presentados. Nota: Se aclara que las técnicas PCR descritas usaron un cDNA para
realizar la amplificacién.

El tiempo de deteccién del virus desde la apari-
cién de los sintomas hasta el momento en que se
realiza la toma de la muestra para la realizacién de
la prueba estuvo entre 1 y 8 dias utilizando mues-
tras de suero, lo que corresponde al 50% de los
estudios. El 27.8% reporté tiempo de detecciéon
en rangos mds amplios cuando este fue superior a
los 8 difas, evidenciando deteccién del ZIKV has-
ta 32 dias después de la aparicién de los sintomas
(26). Para estos casos utilizaron muestras de orina,
saliva, semen e hisopado conjuntival. En 5 de los

estudios analizados (27.8%) no se reporta los dias
de deteccidn.

Al revisar el tipo de muestras utilizadas en cada es-
tudio, se encontré que las muestras més utilizadas
para analizar la presencia del virus fueron suero y
orina, seguido por la sangre total, el plasma, la sa-
liva, el semen y el hisopado conjuntival (HC). Se
encontré que en 6 estudios utilizaron dos mues-
tras, sangre total y orina para su comparacién (Ver

grafico 3)

Grifico 3. Tipo de muestra utilizada en los diferentes estudios.
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Fuente. Elaboracién propia a partir de los resultados presentados.
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Del total de los estudios, el gen E fue la molécula
mis utilizada como blanco de las pruebas, en orden
descendente encontramos el gen NS5, el NSI, el

NS2B y el NS3, NS4B y CpreM. El 19.2 % de los
estudios revisados no reportaron el blanco molecu-

lar (Ver grafico 4).

Grifico 4. Blancos moleculares utilizados en las diferentes pruebas realizadas en los estudios.
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= NS2B
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= No reportan el blanco

Fuente. Elaboracién propia a partir de los resultados presentados.

Tabla 1. Relacién técnica utilizada-blanco molecular en los diferentes estudios.

PCR
GEN RT-PCR RT-LAMP PCR ANIDADA CONVENCIONAL

E X X X X

M X

NS1 X X

NS2b X

NS3 X X

NS5 X X

CPREM

NS4B X

envolvente ZIKV X

RNA viral X

Fuente. Elaboracién propia.

De los estudios incluidos solo 3 (17%) reporta-
ban los pardmetros de sensibilidad y especificidad.
Se observé un rango de sensibilidad entre el 94-
96% y un rango de especificidad de entre el 97-
100%. Todos utilizaron como técnica la RT-PCR
y como muestras orina, suero y sangre, tanto en la
fase aguda como en la fase convaleciente temprana
(15, 27, 28).

Con respecto al limite de deteccién se observé que
del total de articulos analizados el 61.1% de los
estudios no reportan limite de deteccién para las
pruebas y el 38.8% restante reportaron de forma
muy heterogénea la unidad de medida lo cual no
permiti6 obtener un dato homogéneo de interpre-
tacion.
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En los estudios se utilizaron una variedad de kits
como:

* QIAGEN® OneStep RT-PCR

* SuperScript III Platinum One-Step gRT-
PCR kit (16.67% de los estudios)

* RealStar Zika virus RT-PCR Kit 1.0 Altona
Diagnostics (16.67% de los estudios)

* GoTaq” Probe 1-Step RT-qPCR System,
(16.67% de los estudios)

* Trioplex rRT-PCR (5.55% de los estudios)

Y, finalmente, los primers mds utilizados para es-
tas pruebas fueron los descritos por Lanciotti y co-
laboradores (29) y por Faye y colaboradores (30).
Los demds primers utilizados pueden consultarse
en el articulo Assay optimization for molecular de-
tection of zika virus (31) de Corman y colabora-
dores.

Discusion

En investigaciones realizadas en paises de Améri-
ca Latina se observé que después de 2015 ocurri6
un aumento significativo del nimero de estudios
donde se investigan pruebas moleculares para la
deteccién del ZIKV. Sin embargo, ocurrié una
leve disminucién en el ano 2018, esto puede estar
relacionado con la actualizacién epidemioldgi-
ca del 25 agosto de 2017 en donde la Organiza-
cién Panamericana de la Salud (OPS) reporta que
desde la semana epidemioldgica 14 del 2017 hay
una tendencia decreciente de casos sospechosos y
confirmados de ZIKV notificados en América del
Sur (32), lo cual puede asociarse a la disminucién
en la tasa de transmisibilidad autéctona del vi-
rus asociado principalmente a factores ecoldgicos
como las temperaturas templadas y la limitacién
de alimento para las larvas que tiene como con-
secuencia una menor tasa de crecimiento corpo-
ral (produciendo adultos mds pequefos), y una
menor tasa de desarrollo prolongando la duracién
del ciclo y postergando la reproduccién de los in-
dividuos que afectan la persistencia del mosquito
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vector Aedes aegypti y que por tanto permiten una
disminucién en la transmisién (33).

Con relacién a las pruebas moleculares para el
diagnéstico de ZIKV que se han publicado hasta
la fecha, se encontré que las pruebas mds frecuen-
temente utilizadas son la RT-PCR convencional y
la RT-PCR en tiempo real para amplificar 9 blan-
cos moleculares diferentes. Ambas metodologias
son las mds recomendadas para amplificar virus
tipo RNA como es el caso del ZIKV y son prue-
bas que presentan una alta sensibilidad (94-96%)
y especificidad (97-100%) (34).

Ademis, en este estudio solo se encontrd una in-
vestigacién que desarrollé una prueba que utiliza
la RT-LAMP o transcripcién reversa mediada por
un bucle isotérmico. Posteriormente validaron
la prueba y comenzaron a utilizarla como méto-
do diagnéstico de pacientes con sospecha clinica
(35). Se consideré el hecho de que no hayan mads
articulos evaluando muestras clinicas utilizando la
RT-LAMP, porque dicha metodologia es relativa-
mente nueva y muchos de los estudios que utiliza-
ban la prueba se centran en la fase de validacién.
En la busqueda de la informacién se encontraron
cinco articulos orientados a este tipo de prueba,
pero no fueron incluidos en la revisién, porque
no cumplian con los criterios de inclusién para ser

revisados (36, 37, 38).

Por otra parte, al revisar la sensibilidad y especifi-
cidad de las pruebas moleculares encontramos que
solo el 17% de los estudios reportaron los pardme-
tros de sensibilidad y especificidad, considerdndo-
los altamente sensibles y especificos (39-43). Cabe
resaltar que en estos estudios la técnica que se uti-
liz6 fue la RT-PCR vy se utilizaron como muestras
biolégica orina, suero y sangre total; siendo esta la
técnica hasta el momento mds recomendada tan-
to en la fase aguda como en la fase convaleciente

temprana (44).

Las muestras mds utilizadas para el estudio son
el suero y la orina, consideradas en los estudios
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como muestras adecuadas y estables para la de-
teccidon del ZIKV. Sin embargo, se reporté que en
suero, el genoma del virus era detectable hasta el
séptimo dia desde el inicio de los sintomas, segtin
un estudio de Musso y colaboradores (45), don-
de se evalué la permanencia del genoma viral en
sangre y se compar6 el porcentaje de deteccién
de casos positivos de ZIKV para muestras reco-
lectadas durante diferentes dias desde el inicio de
los sintomas; encontrando que el porcentaje de
muestras positivas en pacientes sospechosos con
Zika fue mayor en aquellos con muestras reco-
lectadas en los primeros 7 dias del inicio de los
sintomas (30.8%) comparado con las muestras
que fueron recolectadas luego de este periodo de
tiempo (11.1%) (p<0.01) (46-48). Sin embargo,
en orina, el virus puede seguir siendo detectado
hasta 21 dias después del inicio de los sintomas,
siendo la carga viral mayor en orina que en sangre
total (49). Por otra parte, al identificar los com-
ponentes moleculares que permiten la deteccién
del ZIKV, aun cuando en cada una de las técnicas
utilizadas hay una gran variabilidad en cuanto al
blanco molecular de interés, se determiné que los
principales blancos moleculares son los genes E,
Nsl1 y Ns5, siendo el gen E el de mayor predomi-
nio y de uso comun en todas las técnicas ya que
es el gen encargado de la adherencia y fusién con

la membrana. (Ver Tablal) (15, 34, 50).

Finalmente, en el mismo estudio de Musso y co-
laboradores (37), se encontré que no habia una
diferencia estadisticamente significativa entre la
carga viral detectada en mujeres ni en hombres
(p=0,21) (siendo las diferencias estadisticamente
significativas con p < 0.05). Tampoco se observé
una diferencia estadisticamente significativa en-
tre los pacientes jovenes o adultos (p=0,12) (32).
Ademds, el estudio de Musso y colaboradores (51)
también apoya esta hipétesis, pues no se observé
diferencias estadisticamente significativas entre
las edades medias de los pacientes que resultaron
positivos para el diagnéstico de ZIKV mediante

la RT-PCR. (p=0.736) (51).

Limitaciones del estudio

Entre las limitaciones se encuentra la poca dis-
ponibilidad de informacién, ya que a pesar de
que se seleccionaron articulos cientificos que ha-
blaban del diagnéstico molecular en la infeccién
por virus Zika, la mayor parte de los estudios se
basan en el diagndstico seroldgico, por clinica y
nexo epidemiolégico, y una gran cantidad de los
articulos sobre diagnéstico molecular, eran estu-
dios de validacién de pruebas para diagndstico 6
estudios en los que ya se conocia el la positividad
para ZIKV del paciente y se estaban evaluando
por otras pruebas, por lo que en concordancia
con los criterios de inclusién y exclusién que se
establecieron en esta revisién sistemdtica, no se
incluyeron (52-54).

Por otra parte, al ser la infeccién por el virus del
Zika una enfermedad emergente, la disponibili-
dad de técnicas de laboratorio para diagnéstico
molecular no es muy amplia o no se encuentran
bien caracterizadas, lo que dificulta los criterios
de seleccion de los articulos e inclusive las varia-
bles a analizar en ellos. Sin embargo, las variables
incluidas en esta revisién abarcan los aspectos
principales en cuanto al diagnéstico molecular de
la infeccién por Zika.

Conclusiones

La PCR es la prueba molecular més utilizada en
el diagndstico virolégico ya que permite la detec-
cién del genoma viral o fragmentos de él y lleva
a un diagnéstico certero. Hasta el momento la
RT-PCR es la mads utilizada para el diagndstico
de la infeccién por el virus Zika no solo porque
es una prueba que se ha estandarizado en muchos
laboratorios, sino también porque presenta una
alta sensibilidad y especificidad, garantizando un
diagnéstico acertado. Sin embargo, se avecina, en
cuanto al diagndéstico, el desarrollo de nuevas va-
riantes como la RT-LAMP que permite dilucidar
nuevos panoramas que pueden llevar a diagnés-
ticos mds rdpidos, acertados y a menores costos.
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Aun asi, hace falta hacer estudios de validacién de
la técnica que permitan su implementacién en el
laboratorio.

La muestra biolégica mds usada para la fase inicial
de la deteccién viral es el suero o la sangre total,
y para fase tardia la orina seria la que puede con-
tener mayor carga viral comparada con el suero.

Los principales blancos moleculares son los genes
E, Ns1 y Ns5, siendo el gen E el de mayor pre-
dominio.

El diagnéstico de la infeccién por el virus Zika en
Colombia se realiza por medio de las caracteristi-
cas clinicas del paciente y por nexo epidemiolé-
gico, teniendo en cuenta principalmente aspectos
sociodemogrificos, signos y sintomas del paciente
y direccionando el diagnéstico por medio de un
enfoque principalmente clinico. Es por eso que es
de suma importancia realizar el diagnéstico por
el laboratorio mediante pruebas moleculares bien
estandarizadas en las que se garantice una mayor
especificidad, un diagndstico y prondstico opor-
tunos, para evitar las complicaciones propias de
la infeccién.
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