NOVA - Publicacién Cientifica en Ciencias Biomédicas - ISSN: 1794-2470 - ANQ 18 - VOL.18 No. 33 enero - junio de 2020

Publicacion cientifica en ciencias naturales, biolégicas y médicas

L 2T | (-1 2 3 Z )‘: L
E: : 4 ¢ A%

A
i o

.

T AN oh ¥y .
(104 AW #
: Wt

a 1 /rll 2 - 2 S Y ! - 1
ANO VOLUMEN NUMERO FECHA EJEMPLARES ISSN
1 1 enero-junio 1.00 1794-2470
‘| 8 ‘ 8 - de 2020 l g
~ INDIZADA EN PUBLINDEX - CATEGORIA “B” y Scielo.
F§ ] e PN - - o > i L=
A'r‘) ” I‘,} ‘"".J{ ; ,-'! -‘4}"” ok o | 3L »

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA @® UNIVERSIDAD NACIONAL ABIERTA Y A DISTANCIA

Registrada en LILACS de la plataforma BIREME, LATINDEX, E-revistas, Informe, EBSCO, Mediclatina, Fuente Académica, IMBIOMED, Actualidad Iberoamericana e Index Copernicus.




Objetivo

Ambito temitico
Publico objetivo
Periodicidad

Indizada en

Registrada en Bases
de Datos Académicos

Registro ISSN

Direccién postal

Direccién electrénica

Teléfonos

NOVA Publicacién Cientifica

en Ciencias Biomédicas

Voltimen 18 Numero 33

Difundir trabajos orginales e inéditos que contribuyan
a ampliar los conocimientos en las ciencias biomédicas

Ciencias bioldgicas y ciencias médicas
Investigadores y especialistas en el drea biomédica

Publicacién semestral; enero-junio; julio-diciembre

Publindex - B

Scielo

REDALYC

LILACS de la plataforma BIREME LATINDEX
E-revistas Informe

EBSCO Mediclatina
Fuente Académica IMBIOMED
Actualidad Iberoamericana Index Copernicus

NOVA est4 licenciada con creative Commons

17942470

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca-UNICOLMAYOR
Calle 28 No 5B-02 Bogotd, D.C-Colombia

Universidad Nacional Abierta y a Distancia- UNAD-

Sede Nacional. Calle 14 Sur No 14-23 Bogotd, D.C- Colombia

htep://www.unicolmayor.edu.co/publicaciones/index.php/nova/

UNICOLMAYOR: (+57)1 2418800
Ext 132-133 UNAD: (+57)1 3443700



NOVA en OJS

La revista NOVA entra a ser parte de las publicaciones cientificas de Acceso Abierzo
por medio del sistema de administracién y publicacién de revistas y documentos
periédicos en internet Open Journal System -O]JS-. Este sistema estd disefiado para
reducir el tiempo y energfas dedicadas al manejo exhaustivo de las tareas que involucra
la ediciéon de una publicacion seriada, permitiendo un manejo eficiente y unificado
del proceso editorial. Con esto se busca acelerar el acceso en la difusién de contenidos
e investigaciones cientificas producidas dentro y fuera de la universidad en los temas
relacionados con las ciencias biomédicas.

OJS, es un software desarrollado por Public Knowledge Project — PKP- de la Facultad
de Educacién de la University of British Columbia, utilizado ahora por la Universidad
Colegio Mayor de Cundinamarca, dentro de un proceso liderado, con el apoyo de la
oficina de investigaciones, por la editora de la revista NOVA Olga Lucia Ostos y el
ingeniero Camilo Andrés Angulo Mufoz -disefiador, y gestor de la plataforma y editor
de textos en formato HTML y EPUB-. En el siguiente enlace podrén tener acceso a
la plataforma Open Journal System de NOVA y a los documentos en PDE HTML y
EPUB alli disponibles, asi mismo, encontrardn las normas para los autores, la seccién
de registro, donde los autores pueden inscribirse para hacer envio de sus articulos, y las

LR ol Bl oicolrnayor eduon/publicac

esfindex phpinoua)

INIEID.  ACERCADE  OWICIAR  MEGISTRAWSE  BUSCAR ACTUAL  AREWIVES  AVIEOS
I

bases e indices bibliograficos a las que pertenece la revista.
http://unicolmayor.edu.co/publicaciones/index.php/nova/

Olga Lucia Ostos Ortiz Bsc, Msc, MPA.

Editor Asociado Helena Frayle Salamanca, Msc.

Asistente Editorial Douglas Nifio, Dr.

Johanna Lizeth Gonzdlez Devia, Msc.

Open Journal System Carlos Alberto Rodriguez Sénchez, Msc.

o, .

Comité Editorial

1. Luis Alejandro Barrera

PhD en Bioquimica, Magister en Ciencias,

Director Instituto de Errores Innatos del Metabolismo Pontificia Universidad
Javeriana.

2. Julio Delgado
PhD. Director de la Escuela de Biotecnologfa.
Universidad de San Martin de Panamd.

3. Luis Alberto Gémez Grosso
PhD. Director Laboratorio de Fisiologfa Molecular Instituto Nacional de
Salud.

4. Genoveva Keyeux

Doctorado en Biologie Moléculaire Cellulaire Et Biochimie, Magister en
Deuxi¢me Licence En Sciences Equivalencia Dea.

Docente- Investigador Universidad Nacional de Colombia.

5. Manuel Alfonso Patarroyo
Doctorado en Quimica con énfasis en Bioquimica. Investigador Fundacién
Instituto de inmunologfa de Colombia FIDIC.

6. Raul Poutou Pinales
Doctorado en Ciencias Bioldgicas, Magister en Microbiologfa, Profesor
Asociado Pontificia Universidad Javeriana.

7. Hugo Hernando Vega Fajardo
Doctorado en Ciencias Médicas, MD, Magister en Genética Humana,
Profesor Universidad Nacional de Colombia.

8. Joaquin Benavides Lépez De Mesa
Bidlogo, Magister en Microbiologfa.
Docente Investigador Universidad de la Salle.

9. Orlando Acosta Losada
MD, Magister en Genética Humana, PhD en Virologia Molecular. Profesor
Asociado Universidad Nacional de Colombia.

10. Moises Wasserman

PhD en Bioquimica. Rector de la Universidad Nacional de Colombia,
Director del Laboratorio de Investigaciones Bdsicas en Bioquimica LIBIQ
Universidad Nacional de Colombia.

11. Hugo Mendieta Zerén
Doctor en Endocrinologia.
Universidad Auténoma del Estado de México. México.

12. Magnolia Matilde Correa Mufioz

Doctor en Ciencias (Biotecnologfa).

Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias. Universidad Auténoma
de Baja California, México.

13. Andrés Felipe Lépez Gerena
Bidlogo, Master en Monitorizacién de Ensayos Clinicos. Colegio Oficial de
Meédicos de Barcelona. Barcelona, Espana

14. Maria Jesus Tufion Gonzilez
Bidloga y doctora del departamento de Ciencias Bioldgicas e Instituto de
Biomedicina, Universidad de Leon. Espana

15. Javier del Angel Caraza
Doctor en Medicina y Cirugia Animal
Universidad Auténoma del Estado de México

16. Oscar Orlando Bernal Parra
Doctor en Ciencias
Universidad de California, Riverside



Contenido / Content

Editorial / Editorial

Articulo producto de la investigacion / Article product of the research

Identificacion de acciones de salud en el Programa de
Control de Sifilis en gestantes, Cartagena de Indias, 2016

Identification of Health Actions in the Syphilis Control Program in
Pregnant Women, Cartagena de Indias, 2016
Elvisa Cardenas Davila, Elias Alberto Bedoya Marrugo, Yuri Arnold Dominguez, Elin Manrique-Julio

Perspectivas en investigacion: células HEp-2 infectadas
con EB’s de Chlamydia trachomatis serovar 2 (VR-902B)

21

HEp-2 Cells Infected with EB’s from Chlamydia trachomatis serovar
2 (VR-902B): Research Perspectives

Natalia Castellanos Hernandez, Yessica Marcela Castaiieda Franco, Paola Andrea Caro Burgos,
Ruth Mélida Sanchez Mora

Deteccion de un mosaico de trisomia 21 en liquido
amniético

35

Detection of a mosaicism of trisomy 21 in amniotic liquid

Maria Paula Prieto , Maria Ximena Arteaga , Isabel Fernandez, Sharon Lechtig,
Carolina Ciro, Valentina Maldonado, Luis Gustavo Celis

Caracterizacion geométrica euclidiana y fractal de células
falciformes

43

Geometric euclidean and fractal characterization of sickle cells

Javier Oswaldo Rodriguez-Velasquez, Martha Leonor Castillo-Bohérquez, Ana Lucia Oliveros-Roz0,
Maria-Yolanda Soracipa-Muiioz, Signed Esperanza Prieto-Bohérquez

Actividad in vitro de los extractos etandlicos de Lantana
camara L., Petiveria alliacea L. y Lippia dulcis T. frente a
bacterias patégenas

53

In vitro activity of the ethanolic extracts from Lantana camara L.,
Petiveria alliacea L. and Lippia dulcis T. against pathogenic bacteria

Nabhir Alejandra Navarrete Barragan, Erika Fadime Pita-Ospina, Ruth Mélida Sanchez Mora,
Sara Emilia Giraldo Qui 0, Maria C lo Bernal Lizaraza




Articulo de revision / Review article

Principios fisicoquimicos de los colorantes utilizados en
microbiologia

73

Physicochemical Principles of dyes used In Microbiology

Lucia Constanza Corrales Ramirez, Liliana Caycedo Lozano

Articulo corto / Short article

Caracteristicas bacteriologicas, fisicas y pH del agua de
consumo humano del municipio de Une-Cundinamarca

101

Bacteriological and physical characteristics and pH of water for
human consumption in the municipality of Une-Cundinamarca

Sandra Ménica Estupifian-Torres, Sara Lilia Avila de Navia, Diego Barrera Aguirre,
Robinson Baquero Torres, Delith Allexandra Diaz Ibaiiez, Anthony Hever Rodriguez Ramirez

Calidad bacteriolégica del agua del humedal Guali-Tres
Esquinas, Funza, Cundinamarca

113

Bacteriological quality of the water of the Guali-Tres Esquinas
Wetland, Funza, Cundinamarca

Sandra Moénica Estupiiian-Torres, Anyi Jiobana Cepeda Ruge, Adriana Marcela Hurtado Diaz,
Karen Dayana Vega Pinzén

Politicas del editorial / Editorial Policies

123



Editorial

Las ciencias biomédicas, a través de los siglos, han experimentado importantes cambios,
pasando de escenarios descriptivos, a espacios cuantitativos, analiticos y protocolos,
utilizando cada vez metodologias de estudio mds rigurosas y datos reproducibles. El
surgimiento de ciencias como la bioquimica, la biotecnologia, la biologia molecular y
otras dreas de especializacién del conocimiento permiten conocer cada vez mds, con mayor
precision, el ser humano y su entorno, asi como diagnosticar mejor diferentes enfermedades
y, en algunos casos, proponer tratamientos personalizados para los pacientes.

La humanidad ha avanzado en la interpretacién de los procesos bioldgicos, mediante
la comprensién de las interacciones con mayores niveles de complejidad. Importantes
acontecimientos como la secuenciacién de diversos organismos, incluido el ser humano,
la descripcién y el conocimiento de las proteinas que alli se expresan, asi como el estudio
a detalle de lo que conocemos como el dogma central de la biologia molecular: ADN se
transcribe a ARN y una forma de este, el ARN mensajero, da lugar a la sintesis de proteinas
han generado importantes avances en el diagnéstico y tratamiento de la enfermedad.

Sin embargo, aunque se conocen cada vez a mayor profundidad los detalles de la regulacién
de la expresién génica, la clave de cdmo se pliegan las proteinas sigue sin conocerse y este
hecho hace que las proteinopatias, enfermedades causadas por plegamiento defectuoso y
no funcional de las proteinas siga siendo un tema desconocido. Como esta, muchas otras
enfermedades y procesos son temas permanentes de estudio y permiten el avance en el
conocimiento de la biologia celular.

Asi mismo, en el dltimo siglo se han dado avances importantes en el conocimiento de
las células precursoras o células madre que tras diversas modificaciones dan lugar a las
células maduras y se han podido desarrollar protocolos para diferenciar células madre de
origen embrionario humano en diferentes tipos celulares: tejido muscular, tejido nervioso,
etc lo que ha significado pensar en temas como la regeneracién celular. Por otra parte,
también han surgido interesantes estudios en temas como la reprogramacién celular,
con experimentos que han consistido en revertir la diferenciacién de células maduras, de
tejidos especificos, a células madre embrionarias, mediante la expresién de los factores de

transcripcién especializados. Estos hallazgos son esperanzadores en la cura de enfermedades
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como la enfermedad de Parkinson, donde fibroblastos reprogramados podrian generar una
recuperacién funcional. Asi mismo, el uso de células madre provenientes de células de
cordén umbilical han sido una novedosa alternativa como terapia celular para el tratamiento
de enfermedades como leucemias o hemoglobinopatias.

Es importante resaltar el papel de las revistas cientificas para dar a conocer estos y otros
descubrimientos y contribuir al avance del conocimiento. La Revista NOVA realizé un
estudio, utilizando herramientas de vigilancia tecnolégica, y se identificaron 6 temdticas
relevantes para la publicacién: 1. enfermedades infecciosas y resistencia bacteriana; 2.
enfermedades raras y neurodegenerativas; 3. enfermedades tropicales; 4. enfermedades
metabdlicas y diagndstico prenatal; 5. enfermedades cardiovasculares y hematoldgicas, 6.
biotecnologia y calidad del agua.

Gracias a los autores, pares evaluadores, equipo editorial e Instituciones Editoras, la Revista
NOVA en sus 18 afios de existencia ha contribuido a la divulgacién del conocimiento, al
fortalecimiento de la cultura de la ciencia, la tecnologia y la innovacién en el pais y se ha
convertido en un referente de calidad editorial, académica, visibilidad e impacto en el 4rea
de ciencias biomédicas.

En esta oportunidad, la Revista NOVA pone a disposicién del publico lector 8 interesantes
articulos. El primero de estos se titula “Identificacion de acciones de salud en el programa de
control de sifilis en gestantes, Cartagena de Indias, 2016.”, elaborado por los investigadores
Elvisa Cardenas Ddvila, Elias Alberto Bedoya Marrugo, Yuri Dominguez y Elin Manrique-
Julio, de la Fundacién Universitaria Tecnolégico Comfenalco, Universidad de Ciencias
Médicas de La Habana y Universidad de Cartagena, quienes identificaron el cumplimiento
de acciones de salud comprendidas en el Programa de Control de Sifilis en gestantes
de la ciudad de Cartagena de Indias, primer semestre del 2016. Su estudio concluye que,
el control de la sifilis durante la atencidén prenatal fue deficiente con una alta tasa de no
adherencia a las recomendaciones médicas.

En el segundo articulo, los investigadores Natalia Castellanos Herndndez, Yessica Marcela
Castaneda Franco, Paola Andrea Caro Burgos y Ruth Melida Sinchez Mora, de la
Direccién de Sanidad, Ejército Nacional de Colombia y a Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca, en su articulo “Perspectivas en investigacion: Células hep-2 infectadas con
EB’ de Chlamydia trachomatis serovar 2 (vr-902b)”, optimizan el modelo de infeccién de
C. trachomatis en células HEp-2 con cuerpos elementales (EB’s) de C. trachomatis serovar
L2, analizan la infeccién con la técnica de inmunofluorescencia directa que detecta la

proteina de membrana MOMP de C. trachomatis. Tras los ensayos realizados se evidencié la
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presencia de cuerpos elementales préximos y dentro del citoplasma celular, asi como células

vacuoladas y dano celular causado por la infeccién.

El tercer articulo presentado por los investigadores Maria Paula Prieto Soler, Maria Ximena
Arteaga Pichardo, Isabel Ferndndez, Sharon Lechtig, Carolina Maria Ciro, Valentina
Maldonado y Luis Gustavo Celis, de la Universidad de La Sabana — Bogotd, Colombia
y la Unidad de Genética Médica de la Policlinica Metropolitana - Caracas, Venezuela.,
presentan su articulo titulado “Deteccidn de un mosaico de trisomia 21 en liquido amnidtico”,
en el cual presentan los resultados del analisis de una alteracién cromosémica tomada de una
base de datos conformada por un total de 4755 muestras de liquido amnidtico, extraidas
mediante amniocentesis con indicacién de su médico tratante, por edad materna avanzada.
En este reporte se presenta la deteccién de un mosaico de trisomia 21 en liquido amniético,
mediante la técnica de Banda G donde se analizaron 20 metafases. Los resultados obtenidos
documentan una composicién cromosémica 47, XY+21 y 46, XY con una relacién 9:11
respecto a las metafases analizadas, confirmdndose asi el diagnéstico del Sindrome de Down
secundario a mosaico.

El siguiente articulo “Caracterizacion geométrica euclidiana y fractal de células falciformes”, a
cargo de los investigadores Javier Rodriguez, Martha Castillo, Ana Lucia Oliveros, Yolanda
Soracipay Signed Prieto, de Insight Research Group SAS y la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca, caracterizan la forma de las células falciformes mediante una metodologia
disenada en el contexto de la geometria fractal y euclidiana. El presente estudio mostré la
posibilidad de hacer caracterizaciones mds precisas en las células falciformes, a partir de los
espacios de ocupacién de estas, al superponer la rejilla Kp y determinar las proporciones,
contribuyendo de esta manera en el disefio de metodologias que mejoran el reconocimiento

de este tipo de células.

El quinto articulo, “Actividad in vitro de los extractos etandlicos de Lantana camara L., Petiveria
alliacea L. y Lippia dulcis T. frente a bacterias patdgenas.”, delos investigadores Nahir Alejandra
Navarrete Barragin, Erika Fadime Pita-Ospina, Ruth Mélida Sdnchez Mora, Sara Emilia
Giraldo Quintero y Marfa Consuelo Bernal Lizarazi, de la Universidad Nacional Abierta
y a Distancia y la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, quienes determinan la
actividad antibacteriana de extractos etandlicos de Lantana camara L., Petiveria alliacea L.
y Lippia dulcis T. sobre Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 25922,
Proteus vulgaris ATCC 6380 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Su estudio concluye
que, productos naturales derivados de plantas medicinales como los extractos etanélicos
de Lantana camara y Lippia dulcis, presentan actividad antibacteriana sobre S. aureus y P
vulgaris y podrian ser alternativa promisoria para tratamiento de infecciones bacterianas.
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Las investigadoras; Lucia Constanza Corrales Ramirez y Liliana Caycedo Lozano, de la
Universidad Colegio mayor de Cundinamarca, contribuyen en su articulo titulado “Principios
[isico — quimicos de los colorantes utilizados en microbiologia”, analizan las principales
coloraciones utilizadas en microbiologia y explican los fundamentos fisicos y quimicos de
dichos procesos. Su revisién concluye que la utilizacién de los colorantes en los procesos de
identificacién en microbiologia se fundamentan en las propiedades fisicoquimicas de estas
sustancias. Asi mismo, en el campo de la fisica, la dptica explican cdmo todos los objetos
son observables dependiendo de las longitudes de onda que se absorben y se transmiten
dentro del denominado “espectro visible”.

En el séptimo articulo, titulado “Caracteristicas bacterioldgicas, fisicasy pH del agua de consumo
humano del municipio de Une-Cundinamarca.”, los investigadores Sandra Ménica Estupindn-
Torres, Sara Lilia Avila de Navia, Diego Barrera Aguirre, Robinson Baquero Torres, Delith
Alexandra Diaz Ibanez y Anthony Hever Rodriguez Ramirez, de la Universidad Colegio
Mayor de Cundinamarca, determinaron las caracteristicas bacteriolégicas, fisicas y pH del
agua para consumo humano que abastece al municipio de Une, Cundinamarca-Colombia.
Los investigadores observaron la presencia de Coliformes totales, E. coli y Enterococcus en las
muestras analizadas, en cantidad que sobrepasa lo establecido en la normativa colombiana.

Finalmente, el octavo articulo, y con el que cierra esta edicién de la Revista Nova, las
investigadoras Sandra Moénica Estupindn-Torres, Anyi Jiobana Cepeda Ruge, Adriana
Marcela Hurtado Diaz y Karen Dayana Vega Pinzén, de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca, titulado: “Calidad bacterioldgica del agua del humedal Guali-Tres Esquinas,
Funza, Cundinamarca”, realizan el diagnédstico de la calidad bacterioldgica del agua del
Humedal Guali-Tres Esquinas, por medio de indicadores de aguas residuales (coliformes
totales, Escherichia coli y Enterococcus spp). Este estudio contribuyé a mejorar las condiciones
de salud publica de la comunidad analizada.

Olga Lucia Ostos
Editora Revista NOVA
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Identificacion de acciones de salud en el Programa de
Control de Sifilis en gestantes, Cartagena de Indias, 2016

Identification of Health Actions in the Syphilis Control Program in Pregnant
Women, Cartagena de Indias, 2016

Elvisa Cardenas Davila ', Elias Alberto Bedoya Marrugo 2, Yuri Arnold Dominguez 3, Elin Manrique-Julio *

Resumen

Fundamento. La Sifilis Congénita es una infeccién causada por la diseminacién hematégena
del Treponema pallidum de la gestante infectada al feto. Se conoce que la transmisién materna
puede ocurrir en cualquier momento del embarazo, por lo que el control de la enfermedad
en la gestante es vital en la atencién prenatal. Objetivo. Identificar el cumplimiento de
acciones de salud comprendidas en el Programa de Control de Sifilis en gestantes de la
ciudad de Cartagena de Indias, primer semestre del 2016. Materiales y métodos. Estudio
observacional descriptivo transversal. Se evaluaron 781 gestantes inscritas en control
prenatal de la ciudad, a través de las instituciones prestadoras de servicios de salud (IPS) y
empresas promotoras de salud (EPS). Resultados. Concluyeron la gestacién 358 (45.8%)
de las gestantes estudiadas. 25 (6.5%) del total, no se realizaron la VDRL intraparto.
Durante el primer trimestre del embarazo, el 99.6% de las evaluadas resultaron VDRL no
reactivas (NR). Mientras que en el segundo trimestre fueron evaluadas, el 67.5% y el 57,4%,
respectivamente; resultando VDRL reactiva (R) una (0.1%) durante ambos semestres. Del
segundo al tercer trimestre de la gestacién no se incrementd el nimero de gestantes no
evaluadas (98; 12,5%) y (63; 8, 1%), sin embargo, si se incrementé (55; 19.8%) (269;
34.4%), respectivamente, el nimero de las gestantes que estdn a la espera del tiempo para
realizar la prueba. No existié co-infeccién Sifilis/ VIH/SIDA. Conclusiones. El control de

la sifilis durante la atencién prenatal fue deficiente dado por la alta tasa de no adherencia
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al cumplimiento de asistencia a la consulta por la gestante, como la no realizacién de la

prueba acorde al tiempo establecido por parte del equipo de salud.
Palabras claves: Embarazo; epidemiologia; sifilis (fuente: DeCS BIREME).

Abstract

Basis. Congenital Syphilis is an infection caused by the hematogenous spread of Treponema
pallidum from the pregnant woman infected to the fetus. At the time of pregnancy,
control of the disease during pregnancy is vital in prenatal care. Objective. To identify
the fulfillment of the health actions included in the Syphilis Control Program in pregnant
women of the city of Cartagena de Indias, first half of 2016. Materials and methods.
Cross-sectional descriptive observational study. A total of 781 prenatal control pregnant
women were evaluated in the city, through the institutions that provide health services
(PHI) and health promotion companies (PHE). Results. Gestation was completed in 358
(45.8%) of the pregnant women studied. In 25 (6.5%) of the total, intrapartum VDRL
was not performed. During the first trimester of pregnancy 99.6% of the resulting non-
reactive VDRL (NR) evaluations. While in the second trimester, they were evaluated, 67.5%
and 57.4%, respectively; resulting reactive VDRL (R) one (0.1%) during both semesters
trimesters. From the second to the third trimester of pregnancy, the number of pregnant
women was not increased (98, 12.5%) and (63, 8, 1%), however, if it increased (55, 19.8%)
(269; 34.4 %), respectively, pregnant women who are waiting for the time to perform the
test. There is no co-infection Syphilis/HIV/ AIDS. Conclusions. The control of syphilis
during prenatal care was deficient given the high rate of non-adherence in the compliance
of the treatment in the pregnant woman, as their tests were not made according to the time

established by the health team.

Keywords: Pregnancy; Epidemiology; Syphilis (source: DeCS BIREME).

Introduccion

La sifilis es una enfermedad sistémica y cré-
nica, causada por la espiroqueta Treponema
pallidum subespecie pallidum, trasmitida
principalmente por contacto sexual. Esta
enfermedad es especialmente preocupante
durante el embarazo debido al riesgo de in-

feccidn transplacentaria en el feto [1] .Cada
ano se reportan de manera continua muer-
tes fetales y mortalidad infantil temprana
por sifilis [1, 2]. La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) estimé que cada afo
ocurren hasta 1,5 millones de casos de sifi-
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lis gestacional (SG) [3]; por lo cual, esta se
considera un grave problema de salud pu-
blica. Debe mencionarse que América Lati-
nay el Caribe (ALC) tiene una tasa de sifilis
materna mds alta que cualquier otra regién,
estimada por la OMS entre 1997 y 2003 en
3,9%. Con dicha tasa se calcula que puede
haber aproximadamente 459.108 casos de
SG en la regién de las Américas (exceptuan-
do EE. UU. y Canadd), originando cada
ano de 164.222 a 344.331 casos de sifilis
congénita [4, 5]

La Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS) ha propuesto la meta de eliminar la
sifilis congénita como problema de salud
publica llevando la incidencia a 0,5 casos o
menos, incluidos los mortinatos, por 1.000
nacidos. Para lograr esta meta, es necesario
que se detecten y traten mds de 95% de las
gestantes infectadas, con lo que se logrard
reducir la prevalencia de sifilis durante la

gestacién a menos de 1,0% [5].

En Colombia, con los programas de vigilan-
cia y control gestacional, la notificacién de
casos de SG vy sifilis congénita (SC) han ido
en aumento desde 1996. Sin embargo, atin
existe subregistro en gran parte del territo-
rio nacional. No obstante, se calculé que la
proporcién de incidencia de la SC ha pa-
sado de 0,90 casos por 1000 nacidos vivos
en 1998 a 2,43 casos en 2013 y la razén de
prevalencia para SG de 1.3 casos por 1000
nacidos vivos en 2003 a 6,60 en 2013 [4,6]

La sifilis se puede dividir en varias etapas:
sifilis primaria, secundaria, latente y tercia-
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ria. Las manifestaciones clinicas de la sifi-
lis no estdn aparentemente alteradas por el
embarazo y la transmisién vertical puede
ocurrir en cualquier momento y etapa de
la sifilis [7]. El riesgo de transmisién de la
enfermedad se correlaciona con la exten-
sién de la presencia de espiroquetas en la
circulacién sanguinea, por lo que la sifilis
primaria y secundaria conllevan un mayor
riesgo de transmisién que la sifilis latente y
terciaria [8].

La SC es la complicacién mds devastadora
de la SG y es causa de desenlaces adversos
del embarazo como abortos, muertes fetales
o neonatales (40-81%), recién nacidos con

bajo peso al nacer o con un cuadro clinico

de SC (15-32%) [5,8]

Las investigaciones sefalan que los princi-
pales factores que determinan la infeccién
fetal y sus resultados adversos son el estadio
de la SG, asi como el tiempo de exposicién
en el dtero y por ello se considera priori-
tario detectar la infeccién materna pre-
cozmente de manera que se pueda realizar
oportunamente el manejo que garantice la
curacién materna, prevenga la reinfeccién y
elimine la infeccién congénita [5,6] La SG
se diagnostica de manera similar a la pobla-
cién no embarazada. La OMS recomienda
la realizacién de pruebas treponémicas y no
treponémicas (FTA-ABS, RPR, VDRL )
para lograr establecer el diagndstico de esta

entidad[8, 9].

La deteccién sistemdtica y el tratamiento de

las mujeres gestantes con sifilis se recono-
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ce como una intervencién barata y factible
para prevenir la sifilis gestacional, pero a
pesar y de su naturaleza prevenible, la sifilis
congénita sigue siendo comtn en muchas
partes del mundo. Se cree que la mayoria de
los casos de transmisién de sifilis durante
el embarazo ocurren en el dtero de forma
transplacentaria, aunque es posible la trans-
misién durante el parto [12]. La infeccién
en periodo de lactancia es poco frecuente,
aunque se da en casos donde existen lesio-
nes infecciosas en la mama [13].

Sin duda, la prueba prenatal de laboratorio
para la sifilis juega un papel importante en
el diagnéstico, y una diferencia significativa
en el riesgo de tener un resultado adverso ya
que la deteccién temprana permitird un tra-
tamiento temprano para la madre, lo cual
reduce el riesgo SC [14]. Tras el diagnésti-
co de sifilis, las mujeres embarazadas deben
realizarse un examen clinico y serolégico
mensual hasta el parto y, posteriormente,
realizar un seguimiento como en pacientes
no embarazadas y el tratamiento a la pare-
ja sexual también es un aspecto importante
para el manejo y la prevencién de la enfer-

medad [15].

Las estrategias de salud pudblica para preve-
nir la SG y SG son similares a las que se
enfocan en la sifilis y otras enfermedades de
transmisién sexual en la poblacién general,
pero la deteccién prenatal de rutina es la
principal linea de defensa contra la SC. El
factor principal que explica la incapacidad
para prevenir una infeccién congénita es la

falta de atencién prenatal. La probabilidad

de buscar atencién prenatal estd fuertemen-
te asociada con la edad, estado civil y so-
cioeconémico, residencia rural y educacién
[16]. Se han determinado porcentaje de
gestantes con sifilis en edades comprendi-
das entre 15 y 19 afos, con especial énfa-
sis en pacientes de raza negra, cuyo estado
civil es casadas y con bajo nivel educativo,
este ultimo factor dificulta el acceso a los
tratamientos para la enfermedad [17]. Para
reducir la prevalencia de la SG y la SC es
esencial que los profesionales de la salud y
la comunidad tomen conciencia de la im-
portancia del diagnéstico precoz y el trata-
miento eficaz de las mujeres y sus parejas
[18]. La eliminacién de la SC como pro-
blema de salud publica solo serd posible si
se emprenden también intervenciones en
los grupos vulnerables, como homosexua-
les, trabajadoras sexuales, consumidores de
drogas y poblaciones méviles (migrantes,
transhumantes, transportistas) [19]. Se re-
quiere un esfuerzo para aumentar la con-
ciencia sobre la extensién y la gravedad de
la sifilis en el embarazo en todos los niveles
de los servicios de salud, respaldados por un
compromiso de politica de estado.

Metodologia

Se desarrollé un estudio descriptivo, que
abarc6 781 gestantes evaluadas como asis-
tentes a consulta externa en una IPS en la
ciudad de Cartagena, durante el primer se-
mestre de 2016. Se estudiaron clinicamente
pacientes gestantes entre los 14 y 45 anos
de edad, consignando sus datos en la histo-
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ria clinica (datos sociodemogrificos, afilia-
cién al sistema, antecedentes personales y
familiares). Se analizaron muestras de suero
sanguineo de las madres, donde se diagnos-
ticaron mediante pruebas tamiz no trepo-
némicas como la prueba de seleccién para
sifilis Venereal Disease Research Laboratory
(VDRL) aplicadas durante el primer, segun-
do y tercer trimestre del embarazo y prue-
ba de VIH, sumado a la evaluacién clinica,
practicada a la madre gestante que permi-
tieron la confirmacién diagndstica en rela-
ciona a la sifilis. A partir de las evaluaciones
realizadas, se recolectaron datos los cuales
fueron tabulados y procesados mediante el
diligenciamiento de cuadros en el programa

excel, para proseguir con el manejo de las
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tablas y grdficos obtenidos principalmente
en cifras porcentajes relacionadas.

Resultados

Se evaluaron 781 mujeres gestantes, con
promedio de edad de 26 anos (DS 6.03),
donde la menor edad registrada fue 14 anos
y la mixima de 47 respectivamente; nivel
socioeconémico, donde 623 (80%) perte-
necen al estrato 1; se hallaron 145 (19%)
pertenecientes al estrato 2 y 13 (1%) al
estrato 3; mientras que el 41% de las eva-
luadas son madres solteras y 51% viven en

unién libre, 8% se han casado y un 1% son
viudas (ver Tabla 1).

Tabla 1. Distribucién sociodemogrifica de las evaluadas.

Estrato 1.

Estrato 2.

Estrato 3.

Madre solteras

Casadas

Unién libre

Viuda

Primaria

Secundaria

téenico

Profesional

Otro

623 80%
145 19%
13 2%
321 41%
59 8%
396 51%
5 1%
365 47%
359 46%
44 6%
6 1%
7 1%

Fuente. Evaluacién a gestantes del proyecto.

Del total, 365 (47%) afirma haber estudia-
do hasta el nivel primario y otros 359 (46%)
hasta algin grado de secundaria; 44(6%)
son técnicos en alguna disciplina mientras
el (1%) corresponde a profesionales y otro
nivel educativo no especificado.

Se realizé un andlisis del numero de gestan-
tes estudiadas que presentaron serologia po-
sitiva y a la vez obtenida la causa se procede
a revisar dicho comportamiento, tomando
las caracteristicas de las evaluadas de mane-
ra inicial, donde entre 781 evaluadas 715
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(91,5%) se encontraban activas en alguna
empresa promotora de servicios de salud y
66 (8.5%) habian sido canceladas de algin

ente de previsién. De los 715 activas en em-

presa promotora de servicios de salud 713
(91.3%) pertenecen al régimen contributi-

vo, mientras que 2 (0.3%) son del régimen
subsidiado (ver Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de gestantes evaluadas segtin régimen de afiliacién.

Total gestantes inscritas en control prenatal en periodo 781 %
Gestantes activas en asegurador 715 91,5
Gestantes canceladas en asegurador 66 8,5
Gestantes inscritas en control prenatal en contributivo 713 91,3
Gestantes inscritas en control prenatal en subsidiado 2 0,3

Fuente. Encuestas epidemiolégicas de la entidad promotora de salud.

Entre el grupo global de embarazadas ob-
jeto del estudio se ha determinado que
364 (46.6%) pertenecen al grupo de eda-
des comprendida entre los 25 y 35 anos;
mientras 334 de las evaluadas (42.8%) es-
tan comprendidas entre los 15 y 25 anos;

un grupo de 79 embarazadas (10.1%) se
incluye en el grupo de 35 a 45 anos; solo
se encontraron 2 gestantes en los intervalos
de las menores de 15 afos y mayores de 45

anos respectivamente (ver Gréfico 1).

Grifico 1. Distribucién de embarazadas organizadas por grupo etareo.

Embarazadas

334
=7 5%

50 )
0 -

<15 15-25

por grupo etareo

36
0,
— 46,6%

79
=e10,1%
p)

—B e e 0 3%
25-35

35-45 245

= Cantidad %

Fuente. Investigadores.
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De la muestra obtenida con 781 participan-
tes, 66 de estas (8.5%) se hallaron cance-
ladas de los regimenes contributivo y sub-
sidiado. Las 66 gestantes correspondientes
al 8.5% que se registraban como cancela-
das de algtn ente de prevision reciben igual
atencién por parte de las autoridades de sa-
lud distrital por parte del departamento ad-
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ministrativo distrital de salud (DADIS), lo
cual evitard que estas queden excluidas del
modelo de atencién prenatal y parto, lo cual
garantizard la atencién prioritaria al estar
embarazadas, incluidas en el programa es-
pecial de atencién prenatal y cobertura por

el Sistema de identificacién de beneficiarias
(SISBEN) a nivel nacional (Ver Grifico 2).

Griafico 2. Afiliacién al Sistema de salud.

Afiliacion de las gestantes a la fecha de estudio

48 - > 60 MESES

I 11,3%
36 - > 48 MESES 10,9%

24 - >36 MESES

11,8%

12->24 meses [ 16,5%

<12 MESES

CANCELADAS I 35%

0,0% 5,0% 10,0%

15,0%

40,7%

20,0% 25,0% 30,0% 35,0% 40,0% 45,0%

Fuente. Investigadores.

El promedio de meses de afiliacién es de
45 (DS 31.5). Un grupo de 318 gestantes
(40.7%) presentaron afiliacién a empresa
promotora de servicios de salud durante un
aho o menos; mientras 132 (16.9%) han
estado afiliadas durante mds de un ano y
menos de dos; 92 gestantes (11.8%) estdn
afiliadas entre 2 y tres anos; 88 gestantes
(11.3%) se hallaron afiliadas durante mds
de 4 anos y menos de 5. Sélo el porcentaje
(10.9%) agrupé a mujeres gestantes afilia-
das entre tres y cuatro anos (ver Gréfico 2).
Lo anterior demuestra que la atencién al
servicio de salud bajo las diferentes mo-

dalidades estd cubierta, los impedimentos
para acceder a las acciones de prevencién y
promocién para las gestantes se relacionan
con el factor cultural, desinformacién o no
acudir a las instalaciones hospitalarias de
primer y segundo nivel de atencién, debido
a que todas las gestantes evaluadas viven en
el casco urbano de la ciudad de Cartagena.
383 gestantes llegaron al final del emba-
razo durante la investigacidn, 358 de estas
(93.5%), se evaluaron con VDRL intrapar-
to y solo 25 de estas (6.5%) no se realizé
la mencionada prueba. Ninguna de las eva-
luadas en esta prueba resulté reactiva para
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sifilis. En cuanto a la evaluacién por VDRL
I, en el primer trimestre 99.6% de las eva-
luadas resultaron no reactivas para sifilis y
solo tres del total no se realizé la mencio-
nada prueba. En el segundo trimestre, 527
(27.5%) fueron evaluadas, resultando reac-
tiva para sifilis una gestante, un preocupan-
te 12.5% no acudié a la evaluaciény 19.8%
estd a la espera del tiempo (cumplir el se-

gundo trimestre del embarazo) para realizar
la prueba. También fueron evaluados con
VDRL III 57.4%, manteniéndose una ges-
tante reactiva para sifilis y un 8.1% no acu-
dié a realizarse el control respectivo, mien-
tras otro 34% espera la fecha para realizar
el procedimiento de control por VDRL III.
De las 781 gestantes evaluadas ninguna dio

positivo para VIH (ver Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de pruebas para sifilis y VIH.

EVALUADOS POR VDRL

INTARPARTO Cantidad %
CON VDRL INTRAPARTO 358 93,5%
SIN VDRL INTRAPARTO 25 6,5%
REACTIVO PARA SIFILIS 0 0,0%
NO REACTIVO PARA SIFILIS 383 100,0%
TOTAL 383 100,0%
CON VDRL I 778 99,6%
REACTIVO PARA SIFILIS 0 0,0%
NO SE REALIZARON PRUEBAS 3 0,4%
A LA ESPERA DE PRUEBAS 0 0,0%
CON VDRL IT 527 67,5%
REACTIVO PARA SIFILIS 1 0,1%
NO SE REALIZARON PRUEBAS 98 12,5%
A LA ESPERA DE PRUEBAS 155 19,8%
CON VDRL III 448 57,4%
REACTIVO PARA SIFILIS 1 0,1%
NO SE REALIZARON PRUEBAS 63 8,1%
A LA ESPERA DE PRUEBAS 269 34,4%
CON ELISA PARA VIH 775 99,2%
NO SE REALIZARON PRUEBAS 6 0,8%
POSITIVO PARA VIH 0 0,0%
TOTAL 781 100,0%

Fuente. Investigadores.
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Discusion

Los resultados que se pueden visualizar en
la tabla de distribucién sociodemografica
indican que las personas objeto de estudio
tienen la posibilidad de acceder con faci-
lidad a la atencién e informacién sobre la
enfermedad, lo que configura una necesi-
dad de ampliar los conceptos sobre cémo
desarrollar una cobertura adecuada en salud
que fundamente un mayor conocimiento
sobre la enfermedad y su prevencidn; que
a pesar de ser Colombia un pais en via de
desarrollo puede decirse que estd logrando
un indicador favorable para evitar la pro-
pagacién de infecciones y enfermedades de
transmisién sexual, como la sifilis, contra-
riamente a lo indicado por el estudio de la
OPS, en el cual se senala que los paises no
industrializados han de padecer de altos ni-
veles de enfermedades transmisibles por su
condicién de subdesarrollo. También coin-
cide con el estudio adelantado por Herrera
y Rodriguez [17], quienes consideran que el
bajo nivel educativo afecta decididamente
a las mujeres frente al padecimiento de la
sifilis, mientras se observa en los resultados
de este estudio que todas las evaluadas os-
tentaban algin nivel educativo, lo cual les
permite el acceso a la informacién de dife-
rentes fuentes y ademds cuentan con edad
promedio de 26 anos y conforme estudios
como el planteado por la anterior autora; es
comun encontrar pacientes en estos rangos

de edad.

En este estudio no se abordé el aspecto ra-
cial para comprobar mayor afectacién en-
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tendiendo que Colombia es un pais multi-
rracial y no hace distingos de color ni raza
en sus servicios de salud, aunque en textos
académicos aun se indica dicha caracteristi-
ca como factor de riesgos a tener en cuenta.

En cuanto a la cobertura de los servicios
de salud, esta es una fortaleza del sistema
de salud colombiano, detectada en la ante-
rior investigacién debido a que la totalidad
de las evaluadas tenian algin nivel de pre-
visién social en salud, tanto en el régimen
subsidiado como en el contributivo y a falta
de estos dos, una tercera figura de asegura-
miento, lo que conforme a la OMS permi-
tird la realizacién de las pruebas seroldgicas
necesarias para lograr un diagndstico que
garantice el adecuado tratamiento de la en-

fermedad.

De acuerdo con la OMS, se estima que cada
ano ocurren hasta 1,5 millones de casos de
sifilis gestacional. En el presente estudio
solo se detecté un caso positivo de sifilis
entre los 781 casos evaluados. Sin embargo,
no deja de preocupar la desercién de ges-
tantes en el proceso de control del embara-
20, lo cual es un factor igualmente peligroso
si de eventos recurrentes se trata, donde al
generarse SG y por ende se producird SC
que al no ser diagnosticada ni tratada puede
producir todas las complicaciones de salud
ya mencionadas e incluso la muerte fetal,
por los cual no deja de ser un problema de
salud puablica bastante considerable.

En este estudio no se abordé la temadtica de

afinidades sexuales; sin embargo, las evalua-
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das tuvieron a bien manifestar su heteroge-
neidad sexual, aunque no deja de ser una
caracteristica importante a resaltar como el
acercamiento que estas puedan tener con
grupos de comunidad homosexual, consu-
midores de drogas y las poblaciones méviles
(migrantes, transhumantes, transportistas)
mencionados ampliamente en varias inves-
tigaciones [19-21], sobre sifilis materna y
sifilis congénita.

Conclusion

Las mujeres gestantes infectadas por sifilis
pueden transmitir la infeccién al feto, pro-
vocdndole sifilis congénita, que conlleva
efectos adversos graves para el embarazo en
hasta el 80% de los casos. Por ello, la asis-
tencia al control prenatal es importante, y es
pilar fundamental en la deteccién eficaz de
alteraciones en el embarazo. Debido a que,
de no tratar adecuadamente la sifilis, la em-
barazada puede sufrir afecciones serias en
su gestacion tales como aborto espontineo,
muerte fetal, nacimiento prematuro y Sifilis
Congénita. Debido a la conexién existente
entre la sifilis congénita y el virus de la in-
munodeficiencia humana (VIH) las pacien-
tes halladas positivas para sifilis también
son susceptibles para la prueba de VIH. La
deteccién temprana de ambas afecciones se
obtiene con un andlisis de sangre; si resulta
reactivo para sifilis, un sencillo tratamiento
a base de penicilina permite curar tanto a
la mamd como al bebé. Cabe resaltar que la
sifilis congénita es una enfermedad evitable

con tratamiento especifico, eficaz y precoz,

ademds es de bajo costo y se encuentra dis-
ponible en todos los servicios de salud del
primer nivel de atencién. Prevenir la trans-
misién materno-infantil de la sifilis cuesta
un poco mds de un délar, la mayor peligro-
sidad en este caso es la no asistencia al ser-
vicio de salud para informarse a tiempo evi-
tando el contagio y las complicaciones que
este trae para la madre y el bebé.
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Resumen

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) es una bacteria Gram negativa inmévil, caracterizada
por ser un microorganismo intracelular obligado y por poseer un ciclo reproductivo en el
que puede distinguirse una forma infecciosa extracelular metabdlicamente inerte (cuerpo
elemental - EB’s), y una forma no infecciosa intracelular y activa (cuerpo reticulado -
RB’s). C trachomatis se caracteriza por causar infeccién en humanos, estd relacionada con
enfermedades de transmisién sexual e infecciones oculares; por lo que puede conllevar a
secuelas de interés, si no se da un tratamiento oportuno. El objetivo de este estudio fue
optimizar el modelo de infeccién de C. trachomatis en células HEp-2 con cuerpos elementales
(EB’s) de C. trachomatis serovar L2. Inicialmente, se establecieron las condiciones para el
crecimiento adecuado de las células HEp-2 en tiempo y con una confluencia del 90%, para
continuar con la optimizacién de un protocolo de infeccién. La infeccién fue confirmada
a partir de la coloracién con Giemsa permitiendo evaluar caracteristicas morfoldgicas tanto
de las células HEp-2 sin infectar e infectadas, y asi mismo, de los cuerpos elementales de C.
trachomatis. Finalmente, se corroboré la infeccién con la técnica de inmunofluorescencia
directa que detecta la proteina de membrana MOMP de C. trachomatis. Tras los ensayos
realizados se evidenci6 la presencia de cuerpos elementales préximos y dentro del citoplasma
celular, asi como células vacuoladas y dano celular causado por la infeccidn.

Palabras claves: C. trachomatis, cultivo celular, asintomdtico, infeccién, persistencia,
Giemsa, inmunofluorescencia, HEp-2, LGV.
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Abstract

Chlamydia trachomatis (C. Trachomatis) is a Gram negative unmoving bacterium,
characterized by being an obligate intracellular microorganism and having a reproductive
cycle in which a metabolically inactive extracellular infectious form (elementary body -
EB’s) can be distinguished from an intracellular active and non-infectious form (reticulated
body - RB’s). C trachomatis is characterized by causing infection in humans, is related to
sexually transmitted diseases and eye infections, so it can lead to sequelae of interest if
timely treatment is not given. The objective of this study was to optimize the infection
model of C. trachomatis in HEp-2 cells with elementary bodies (EB’s) of C. trachomatis
serovar L2. Initially, the conditions for the adequate growth of HEp-2 cells were established
in time and with a confluence of 90%, to continue with the optimization of an infection
protocol. The infection was confirmed from the staining with Giemsa allowing to evaluate
morphological characteristics of both uninfected and infected HEp-2 cells and also of the
elementary bodies of C. trachomatis. Finally, the infection was corroborated with the direct
immunofluorescence technique, that detects the C. trachomatis MOMP membrane protein.
After the tests were performed, the presence of elementary bodies nearby and within the
cellular cytoplasm was evidenced, as well as vacuolated cells and cellular damage caused by
the infection.

Keywords: C. trachomatis, cell culture, asymptomatic, infection, persistence, Giemsa,
immunofluorescence, HEp-2, LGV.

Introduccion

En la tltima década se han desarrollado una  efectivo encaminado al desarrollo y pro-

variedad de estudios que giran en torno al
uso de modelos de investigacién, un ejem-
plo de ello es el uso de las lineas celulares.
Los modelos celulares se establecen como
una herramienta del conocimiento en re-
lacién con el nivel celular del desarrollo
del organismo humano, ya que orienta la
comprensién de tres caracteristicas bdsicas:
patrén particular en cuanto a la sintesis de
proteinas, cambios morfoldgicos adaptati-
vos e informacién genética contenida en las
células, para asi poder postular un modelo

duccién de conocimiento en investigacién.
La técnica del cultivo celular ha permitido
conocer el comportamiento iz vitro de las
células cancerosas y patologias en general,
constituyendo una herramienta bdsica de
aplicacién fundamental en el campo mé-
dico o veterinario, en investigacién y en la
industria farmacéutica, ya que en las dife-
rentes dreas se pretende analizar, describir,
explicar, simular y entender un proceso fi-
siopatolégico (1).
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La linea celular HEp-2 (Human Epider-
moid carcinoma cepa N° 2), también co-
nocidas como Human Epithelioma, fue
descrita por primera vez por Moore, Saba-
chewsky y Toolan en 1952 (2). Esta linea
celular se ha empleado para evaluar la in-
feccién con C. trachomatis, lo que permite
realizar estudios en el comportamiento de
la infeccién frente a diferentes areas del co-
nocimiento. Es una linea metabdlicamente
activa lo que favorece el cultivo de la misma
para su posterior infeccién. C. trachomatis
es una bacteria Gram negativa, intracelular
obligada porque carece de habilidad para
sintetizar ATP, se caracteriza por causar in-
fecciones de transmisién sexual en huma-
nos, especialmente en poblaciones que se
encuentran en edades sexualmente activas
(3). En Colombia, se ha reportado una pre-

valencia del 6% (4).

Las infecciones causadas por C. trachomatis
estan relacionadas con enfermedades como
la artritis de inicio temprano e infecciones
oculares como el tracoma. Por otro lado, la
infeccién con este microorganismo es de
gran importancia en salud puablica, por el
curso asintomdtico de la infeccién, produ-
ciendo graves secuelas en mujeres por fal-
ta de tratamiento, entre ellas: infertilidad,
cervicitis, enfermedad inflamatoria pélvica
(EPI), dolor pélvico crénico y la posibili-
dad de padecer un embarazo ectépico. La
infeccion por C. trachomatis se trata con
antibiéticos; sin embargo, la resistencia al
tratamiento ha aumentado, lo que ocasiona
persistencia del microorganismo en algunos

pacientes (5).

trachomatis serovar 2 (VR-902B)

Los cultivos celulares para infectar células
con C. trachomatis, en la investigacién b4-
sica, permite estudiar fenémenos complejos
como, por ejemplo, la actividad intracelular,
especificamente la transcripcién de ADN,
sintesis de proteinas, metabolismo energéti-
co, ciclo celular, diferenciacién, apoptosis,
el flujo intracelular de biomoléculas, como
el procesamiento del ARN, el movimiento
de las proteinas hacia diversos orgdnulos;
y, en cuanto a genémica y protedmica, el
andlisis genético, transformacién celular,
inmortalizacién, senescencia, expresion gé-
nica, rutas metabdlicas, entre otros (6). Por
lo anterior, en este estudio se optimizé la
infecciéon de la linea celular HEp-2 con C.
trachomatis serovar L2 (VR- 902B) como
modelo de investigacién bdsica para realizar
estudios con este microorganismo, lo que
permitird evaluar diversos factores morfo-
légicos, genéticos, inmunolégicos y de tra-
tamiento.

Metodologia

Establecimiento del cultivo de la linea
celular HEp-2

Las células HEp-2 fueron obtenidas de la
Fundacién Instituto de Inmunologia de
Colombia (FIDIC) con una confluencia del
80%. Se mantuvieron en medio Eagle’s Mo-
dificado Dulbecco’s (DMEM), suplementa-
do con suero fetal bovino al 20% (Gibco)
y agregando gentamicina, hasta alcanzar
una confluencia del 90%. Luego se proce-
dié a congelar las células utilizando tripsi-
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na + EDTA al 0,25% vy suero fetal bovino
al 90%. Durante los protocolos se realizé
un conteo de viabilidad celular por medio
del método de exclusién de Azul de Tripdn.
La coloracién de Giemsa realizada presen-
t6 algunas modificaciones, siendo necesa-
rio ajustar los voliumenes para apreciar de
manera optima las células. Cabe aclarar que
se mantuvo la relacién de colorante de 30
partes de solucién amortiguadora y 1 parte
de solucién madre, y el mismo tiempo de
contacto. Todos los protocolos que se utili-
zaron fueron estandarizados por Jutinico y

colaboradores (7).

Infeccion de células HEp-2 con EB’s de
C. trachomatis serovar L2

El protocolo de infeccién optimizado fue
tomado de Engstrom y col. (8). Inicialmen-
te, las células HEp-2 fueron sembradas a
diferentes concentraciones en ldminas por-
taobjetos MilliCell EZ SLIDE, con el fin
de determinar la concentracién a la cual se
obtiene una confluencia 6ptima del 90%,
determinando que al 5% de CO2 5% de
SFB a 37°C durante 24 horas se obtenia
una confluencia del 90%.

Para determinar la concentracién de cuer-
pos elementales necesarios para la infec-
cidn, se retird el medio DMEM del cultivo
y se realizaron lavados con el buffer solucién
salina equilibrada de Hanks (HBSS) duran-
te 1 minuto cada uno; esto con el fin de
retirar detritos y células muertas. Una vez

lavadas las células los EB’s diluidos en bu-

[fer estéril de Sucrose-Phosphate-Glutamate
(SPG se distribuyeron en 6 de los 8 pozos
de la ldmina, se adiciono una concentracién
distinta de cuerpos elementales diluidos
SPG), partiendo de 10pL, 20uL y 40pul, los
2 pozos restantes fueron empleados como
controles negativos de infeccién. Se les
agregd SPG estéril de manera tal que cada
pozo se completd a un volumen de 100uL.
Posteriormente, se llevd a incubar a 37°C
en CO2 al 5% durante 1 hora y 20 minu-
tos, tiempo tras el cual se agregaron 300uL
de medio DMEM suplementado con 20%
de SFB a cada uno de los pozos, incluyen-
do los controles negativos, para un volumen
final de 400uL. Esto se llevé nuevamente a
incubar a 37°C en CO2 al 5% y se evaluéd a
las 24 y 48 horas post-infeccién (h.p.i). Pa-
sadas las horas post-infeccidn, se eliminé el
medio DMEM contenido en cada pozo, se
lavaron las células 3 veces empleando HBSS
y se fijaron con 2 gotas de metanol al 100%
y se tifieron con Giemsa.

Deteccion de la infeccion de HEp
2 con EBs de C. trachomatis por
inmunofluorescencia directa

Para corroborar la infeccién de células HEp-
2 con C. trachomatis serovar L2 se realizé la
técnica de inmunofluorescencia directa, por
medio de un anticuerpo primario policlo-
nal de conejo: “Rb pAB to C. trachomatis
(FITC) ab21211 dirigido contra la protei-
na de membrana MOMP de C. trachoma-
tis”. Las células HEp2, una vez infectadas,
fueron lavadas con PBS. Posteriormente,
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las células se fijaron a las 24 y 48h.p.i con
metanol frio (mantenido a -20°C) al 100%.
Luego se adicionarion 50uM de cloruro de
amonio durante 5 minutos, con el fin de eli-
minar las trazas de metanol que no fueron
removidas. Enseguida se agregd saponina al
0,1% por 10 minutos, para permeabilizar la
membrana celular. Luego se procedié a rea-
lizar el bloqueo con una solucién de PBS al
1% de SFB durante 20 minutos y se preparé
una dilucién del anticuerpo 1:100 para adi-
cionar en cada pozo. Se mantuvo la ldmina
durante 1 hora en cdmara hiumeda a 37°C,
se retir6 el anticuerpo diluido realizando
lavados con PBS y se observé en el micros-
copio de fluorescencia Leica DM2500. Fi-
nalmente, se adiciond colorante Hoechst,
para tincién de ndcleo y nuevamente se
realizaron lavados para visualizar cada pozo
al microscopio. Las imdgenes se capturaron
utilizando Leica DFC425 C, con los filtros
I3 y A, con rangos de excitacién de 565 +/-
25y 360 +/- 20 y luz de color Verde y Azul

respectivamente.

Evaluacion estadistica de los datos
obtenidos

La evaluacién estadistica de los datos obte-
nidos se realizé a través del software Info-
Gram®©.Todos los ensayos fueron realizados
por triplicado.

trachomatis serovar 2 (VR-902B)

Resultados

Para realizar la infeccién de las células
HEp2 con EB’s de C. trachomatis, se partié
de cultivos celulares 6ptimos que permitie-
ran el desarrollo del microorganismo. La li-
nea celular HEp-2 fue cultivada con medio
DMEM + SEB (Gibco) en una atmésfera de
37°C con 5% de CO2, la infeccién se de-
mostrd con coloracién de Giemsa e inmu-
nofluorescencia directa.

Estructura y morfologia de las células
HEp-2 sin infectar

Las células HEp-2 sin infectar fueron visua-
lizadas en un microscopio invertido (Leica)
en objetivos de 40x y 100x respectivamen-
te, aprecidndose células alargadas de forma
triangular (ver Figura 1A). Se observé cla-
ramente el citoplasma bien definido, nicleo
de gran tamafo con 2 nucleolos prominen-
tes (ver Figura 1B). En los cultivos iniciales
se evalué la confluencia en diferentes tiem-
pos, a las 48 horas se obtuvo una confluen-
cia del 70%, donde se distinguieron islotes
de células y campos sin adherencia celular
(ver Figura 1C). Posteriormente, a las 72
horas, se logré una confluencia éptima del
90% con pocos campos sin adherencia y sin
presencia de detritos ni células muertas, cri-
terios importantes para realizar una buena
infeccién (ver Figura 1D).

Las células fueron tefidas con coloracién
de Giemsa y visualizadas en un microsco-
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pio 6ptico (Olympus), observindose células
triangulares tipicas de HEp-2 en cultivo,
con citoplasmas uniformemente tefnidos de

morado sin presencia de precipitados, na-
cleos fucsias bien delimitados y entre 2-3
ntcleos oscuros.

Figura 1. Estructura y morfologia de las Células HEp-2 sin infectar.
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A. Se visualizan células HEp-2 observando su estructura (izquierda objetivo 40x). B. Se aprecia el citoplasma, nicleo y nucleolos en
el microscopio invertido. C. Se observa una confluencia del 70% de la linea celular HEp-2, a las 48. D. Se observa una confluencia
del 90% a las 72 horas. En la derecha se observan las células HEp-2 tefiidas con colorante Giemsa y visualizadas al microscopio

dptico para diferenciar su estructura, en distintos objetivos.

Células HEp-2 infectadas con EB’s
serovar L2 de C. trachomatis y
visualizada con Giemsa

Las células de cultivo de tejidos en monoca-
pa (HEp-2) se infectaron con una multipli-
cidad de infeccién (MOI) de 1 EB’s/célula
huésped. Una vez infectadas las células se
tineron con Giemsa y fueron visualizadas
en microscopio éptico. En los pozos con-
trol (células HEp-2 sin EB’s), se observan
células completas, con morfologia definida,
sin dafios en las estructuras, sin precipita-
dos ni formas anexas (ver Figura 2A). En los
pozos con células infectadas con C. tracho-

matis se visualizaron los EB’s como formas
ovoides con una fuerte coloracién morada,
intracelulares y préximos a las células (ver
Figura 2B). Ademds, las células presentaron
vacuolizacién y ruptura de las membranas,
que sugieren dano celular, (ver Figura 2C).



Figura 2. Las células HEp-2 infectadas y tefidas con coloracién de Giemsa.

A. Se observé la morfologfa celular de los pozos control, células con citoplasma completo, nicleos y nucleolos definidos, células
adheridas en monocapa y sin cuerpos extrafios. B. Células infectadas con cuerpos elementales de C. trachomatis a las 24 h.p.i. Se
visualiza una forma de inclusién intracelular sefializadas con circunferencias rojas. C. Células vacuoladas post-infeccién.

Deteccion de la infeccion de HEp-
2 con EB’s de C. trachomatis por
Inmunofluorescencia directa

Al ser C. trachomatis un pardsito intrace-
lular obligado que desarrolla su ciclo de
vida dentro del citoplasma, se comprobé
la infeccién por inmunofluorescencia di-
recta utilizando el anticuerpo policlonal a6
21211 dirigido contra C. trachomatis. La
evaluacién se hizo utilizando el microscopio
de fluorescencia Leica DM2500 y se cap-
turaron las imdgenes con el software Leica

DFC425C. Los pozos con células HEp-2 no

infectadas (control) mostraron células con

nucleos tefiidos uniformemente de azul por
el colorante fluorescente Hoechst (filtro A).
No se observé la presencia de EB’s marca-
dos con el anticuerpo policlonal (filtros 13
verde), confirmando con el merge la ausen-
cia del microorganismo (ver Figura 3A). Por
otro lado, las células infectadas, mostraron
ntcleos de tonalidad azul (Hoechst), se ob-
servaron estructuras verde fluorescentes de
forma ovoide indicando la presencia de C.
trachomatis (ab 21211). Finalmente, en el
merge se evidenciaron formas préximas a los
nucleos celulares correspondientes a EB’s de
C. trachomatis serovar L2, confirmando la
infeccién (ver Figura 3B).
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La infeccién intracelular de C. trachomatis
en células HEp-2 se confirmé por la captu-
ra de la imagen sin filtros, con luz blanca,
donde se pudieron observar células con-
fluentes con EB’s ovoides sobre y préximas

a las mismas. Posteriormente, se realizé un
merge de las células sin filtro y con el filtro
I3 donde se observé la fluorescencia dada
por el fluorocromo del anticuerpo dirigido
a C. trachomatis (ver Figura 3C).

Figura 3. Deteccién de EB’s de C. trachomatis con Inmunofluorescencia directa sobre células HEp-2 utilizando el anticuerpo
policlonal #621211.

Hoechst

Acab 21211

Merge

A. Control negativo: se observa ausencia de fluorescencia por parte del Anticuerpo 2621211, se observan tnicamente nuicleos

tefidos de azul con Hoechst. En las células infectadas se observan estructuras verde fluorescentes sobre citoplasmas celulares y cer-

canos al nidcleo, correspondientes a EB’s de C. trachomatis reconocidos con el anticuerpo 2621211. B. Imagen capturada sin filtros

(con luz blanca), donde se observan células confluentes con formas de gran tamano sobre y préximas a las mismas. El merge con el

anticuerpo se observan estas estructuras clamidiales fluorescentes en el interior de las células.

Discusion

Los modelos de lineas celulares utilizados
en investigacién permiten simular procesos
fisiol6gicos que dan informacién y ayudan

a resolver diferentes interrogantes en 4reas
del conocimiento antes de requerir un mo-
delo i7 vivo; asi mismo, el establecer mode-
los de infeccién permiten aclarar diferentes

interrogantes en investigacién. En este es-
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tudio se realizé la infeccidén de la linea celu-
lar HEp-2 con EB’s de C. trachomatis, con
el fin de contar con un modelo de estudio
para futuros proyectos que permitan gene-
rar conocimiento sobre los procesos que

trachomatis serovar 2 (VR-902B)

realiza esta bacteria intracelular y poder ser
empleada en nuevos estudios en dreas como
inmunologfa, genética, procesos de persis-
tencia/resistencia y tratamiento (ver Figura

4).

Figura 4. Perspectivas en investigacién sobre Chlamydia trachomatis.
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C. trachomatis serovar 1.2, aplicaciones orientadas a diferentes dreas del conocimiento y la investigacién tales como genética, inmu-
nologia y terapia, considerando aquellos factores caracteristicos del microorganismo en cuestion.

En este estudio, la linea celular HEp-2 fue
cultivada en medio DMEM modificando
el porcentaje de SFB al 20% y agregando
gentamicina a 37°C en una atmésfera de
5% CO2y 95% aire para obtener una con-
fluencia del 90% a las 24 horas. En el es-
tudio realizado por Pajaniradje y cols. (9)
se report6 que las células HEp-2 se pueden
mantener en medio DMEM suplementado
con 10% SFB, a 37°C en una incubadora

humificada con una atmésfera de 5% CO2
y 95% de O2, condiciones similares a las
establecidas en este estudio. Por otro lado,
el estudio realizado por Shubach y cols.
(10) mostré que las células HEp-2 pueden
ser cultivadas en medio MEM Gibco® y
DMEM: F12 en una concentracién de SFB
entre 5% y 10%, con presencia de glutami—
na al 1%. Estos estudios muestran cdmo los
requerimientos nutricionales son de impor-
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tancia para establecer el cultivo de la linea
celular y generar un crecimiento apropiado
que sea requerido en cada estudio propues-
to como se observé en los ensayos realizados
en este estudio.

El uso de gentamicina como antibidtico, es
indicado en cultivos para infeccién con C
trachomatis. Antibidticos como la penicilina
y la estreptomicina comtinmente utilizados
inhiben el desarrollo de este microorganis-
mo en cultivos. A su vez, es preciso destacar
que la gentamicina se utiliza rutinariamente
para inhibir el crecimiento bacteriano ex-
tracelular; en este caso, C. trachomatis al re-
plicarse dentro de una vacuola Gnica donde
no se fusiona con organelos endociticos o li-
sosdmicos, no se encuentra expuesta a dafo
celular por dicho antibiético. Por lo tanto,
el medio de cultivo suplementado con gen-
tamicina puede usarse sin ningln inconve-
niente, considerando que la gentamicina no
puede cruzar las membranas de mamiferos
y no entra en contacto con el cuerpo reticu-
lado, y aunque pueda internalizarse en las
células de los mamiferos por pinocitosis, las
vesiculas pinociticas tampoco se fusionan
con las vacuolas que contienen a C. tracho-
matis (11-13). Asi mismo, es fundamental
resaltar el trabajo de Coico (14), quien hace

mencién del uso de gentamicina.

Por otro lado, el uso de soluciones tales
como SPG y HBSS no afectan la monocapa
celular. La unién células-EB’s y la invasién
a estas son clave para el desarrollo de C. t7a-
chomatis y su patogenia. Al presentarse una
interrupciéon puede llegar a ser inhibida la

infeccién, resaltando la importancia de un

cultivo de células confluente y una infecti-

vidad EB’s-célula adecuada (14).

De igual manera, en estudios donde se rea-
lizan procesos de infeccidén, se muestra el
uso del SPG para la dilucién de cuerpos ele-
mentales y como medio de transporte para
C. trachomatis, y el HBSS para lavados de
las monocapas (8, 15, 16) donde se emplean
una o ambas soluciones durante el proceso
de infeccién y para el mantenimiento de
los EB’s, igual a lo realizado en el protocolo
de infeccién en este estudio. No obstante,
en otras investigaciones se omite el uso de
estas soluciones y los protocolos de infec-
cién son modificados en algunos procesos
como centrifugacién asistida para favorecer
la infeccién (11, 17). Al anadir los cuerpos
elementales, estos se incubaron a 37°C sin
centrifugacién para evitar algin efecto sobre
el proceso infeccién-adhesion celular. Sin
embargo, Al-Zeer y cols. (18), de acuerdo
a la especie de Chlamydia describen el uso
o no de centrifugacién como requerimiento
para la infeccién. En este caso, no influyé
el realizar un proceso de centrifugacién y
optar por un proceso de incubacién de EB’s
con células HEp-2 a temperatura de 37°C ,
segun se pudo comprobar al realizar la tin-
cién de Giemsa a las monocapas de células

HEp-2 infectadas con el microorganismo.

La infeccién celular con EB’s de C. tracho-
matis es un proceso en donde es importante
mantener una infectividad cuerpo elemen-
tal-célula. Las inclusiones de C. trachomatis
pueden fusionarse si dos bacterias infectan
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una sola célula huésped, por lo que la de-
teccién de C. trachomatis por Giemsa se ha
utilizado para observar la presencia de in-
clusiones citoplasmdticas de lineas celulares
infectadas con esta bacteria. En el trabajo
de Giakoumelou y cols. (19), células estro-
males del endometrio fueron infectadas con
C. Trachomatis y los signos de infeccién se
revelaron a partir de inclusiones tenidas de
color parpura mediante la tincién de Giem-
sa, lo cual se asemeja a este ensayo, dado
que los cuerpos elementales son observados

de esta tonalidad, préximos a las células

HEp-2.

Por otro lado, las células tenidas con Giem-
sa, tal como lo muestra el estudio realizado
por Soysa y cols. (20), tras ser infectadas ex-
hiben cambios caracteristicos en la morfo-
logia celular que indican la muerte apopté-
tica y dano en células HEp-2, al observarse
por microscopia 6ptica después de ser tra-
tadas con el extracto de la planta semecar-
pus donde se afiadi6 un volumen de Giemsa
diluido (1: 9, pH7,2, 5pL) a las células du-
rante 10 minutos (20). Lo que difiere para
este caso, ya que tras probar las variables se
determiné un tiempo de exposicién de 60
minutos afiadiendo un volumen de Giemsa
(30:1, pH7,2, 300pL) (21). Comprobdndo-
se que la tincién de Giemsa es una herra-
mienta util para poder observar las estruc-
turas celulares y evaluar la infeccién con C.
trachomatis.

La técnica de inmunofluorescencia permi-
tié confirmar la presencia de C. trachomatis
en células HEp-2. Los resultados obteni-

trachomatis serovar 2 (VR-902B)

dos se pueden comparar con la tincién de
Giemsa en cuanto al tamafno de la particula
infecciosa. En estudios como el de Cochra-
ne y cols. (21), donde evaluaron la infec-
cién en células HEC1-A con el serovar L2
(VR-902B) de C. trachomatis y la demostra-
ron con inmunofluorescencia, los cuerpos
de inclusién se observan de gran tamafo
(andlogo al ntcleo celular) siendo similar
a lo encontrado en este estudio. De igual
manera, el trabajo de Nogueira y cols. (22)
en células HaCaT con C. trachomatis sero-
var L2, donde las inclusiones de Chlamydia
parecian maduras (22).

El establecer un modelo de infeccién de C.
trachomatis abre las puertas para realizar
nuevos ensayos en diferentes dreas de la in-
vestigacién para contribuir al conocimiento
cientifico, aplicdndolo en estudios (23-26),
como la reduccién de tamano de los RB’s al
dividirse antes de su conversién a EB’s (26)
y regulacién de la extrusién como mecanis-
mo de liberacién de C. trachomatis (27).

Perspectivas en investigacion sobre C.
trachomatis.

Establecer un modelo de infeccién de C.
trachomatis permite realizar ensayos en dife-
rentes dreas de la investigacion con el fin de
contribuir a dar solucién a diferentes inte-
rrogantes. Este modelo de investigacién ba-
sica permite realizar diferentes estudios so-
bre este microorganismo; asi mismo, poder
evaluar diversidad de factores morfolégicos,

genéticos, inmunolégicos y de tratamiento.
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Considerando que este microorganismo
afecta a la poblacién sin distincién de gé-
nero, sexualmente activa, relacionindose
con enfermedades de importancia y secue-
las dada su persistencia en el organismo y
la resistencia a los antibidticos con los que
actualmente es tratada (ver Figura 4).
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Resumen

Se analizé un resultado con alteracién cromosémica tomado de una base de datos conformada
por un total de 4755 muestras de liquido amniético extraidos mediante amniocentesis con
indicacién de su médico tratante, riesgo sérico y edad materna avanzada. En este reporte
se presenta la deteccién de un mosaico de trisomia 21 en liquido amnidtico, mediante la
técnica de Banda G donde se analizaron 20 metafases. Los resultados obtenidos documentan
una composicién cromosémica 47, XY+21 y 46, XY con una relacién 9:11 respecto a las
metafases analizadas, confirmdndose asi el diagnostico del Sindrome de Down secundario

a mosaico.
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Abstract

A result with chromosomal alteration was analyzed from a database consisting of a total of

4755 samples of amniotic fluid extracted by amniocentesis with indication of the attending

physician, serum risk and advanced maternal age. This report presents the detection of a

mosaicism of trisomy 21 in amniotic fluid, using G- Banding where 20 metaphases were

analyzed. The results obtained document a chromosomal composition 47, XY + 21 and 46,

XY with a 9:11 ratio with respect to the metaphases analyzed, confirming the diagnosis of

Down syndrome secondary to mosaicism.

Keywords: Down’s Syndrome, Mosaicism, Abnormal Karyotype, Cell Culture Techniques,

Prenatal Diagnosis, Genetic Counseling.

Introduccion

La trisomia 21, llamada cominmente sin-
drome de Down (SD), es la aneuploidia
mds comun a nivel mundial y la principal
causa de discapacidad cognitiva de origen
genético (1). La prevalencia de SD difiere
de un pais a otro y, a veces, de un distrito
a otro dentro del mismo pais. Sin embargo;
segun la Organizacién Mundial de la Salud,
la incidencia global predecible generalmen-
te esde 1 a 10/1000 nacidos vivos en todo
el mundo (2). En Colombia se estima que
la incidencia estd en 17,82 por cada 10.000
nacidos vivos, promedio un poco mas bajo
del promedio de Latinoamérica el cual estd
en 18,8 por cada 10.000 nacidos vivos (3).

Es probable que las personas afectadas ten-
gan una serie de afecciones médicas que
afectan los sistemas cardiaco, digestivo y
respiratorio. Las causas mds comunes de
mortalidad en el SD son las enfermedades
enfermedades

respiratorias  (neumonia),

cardiacas congénitas, trastornos circulato-
rios y demencia (4).

Desde una perspectiva epidemioldgica,
otros dos trastornos son importantes por-
que se ha informado un exceso tanto en los
individuos afectados como en sus madres:
la enfermedad de Alzheimer y la enferme-

dad de la tiroides (5).

La enfermedad cuenta con variantes cito-
genéticas que cambian las manifestaciones
clinicas de la enfermedad. La trisomia 21 es
la variante mds comun, presente en el 95%
de los casos. Sin embargo, la enfermedad se
puede presentar secundaria a translocacién
robertsoniana, mosaicismo y trisomia par-

cial (6,7,8).

El diagnédstico prenatal y postnatal de este
sindrome se realiza mediante el cariotipo, a
través del cual se identifica con exactitud la
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variante citogenética, y permite realizar una
adecuada asesoria genética, en especial en la
evaluacién del posible riesgo de aparicién
de nuevos casos en la familia (1). Con base
en lo anterior, la amniocentesis, como parte
del diagnéstico prenatal citogenético, cobra
vital importancia al ser el método principal
para la identificacién de anomalias cromo-

sémicas, ya sea estructurales o de nimero

9).

El objetivo de este trabajo es describir un
caso de mosaico de trisomia 21 documen-
tado en liquido amnidtico, de una paciente
con 37 afos y 17 semanas de gestacion, en
quien se indicé el andlisis citogenético ante
edad materna avanzada.

Metodologia

Se toma una base de datos conformada por
un total de 4755 liquidos amnidticos ob-
tenidos mediante amniocentesis con indi-
cacién de su médico tratante y previo con-
sentimiento informado, riesgo sérico y edad
materna avanzada, no presentando antece-
dentes familiares de enfermedades genéticas
ni consanguinidad. Las muestras de liqui-
do amnidtico seleccionada (liquido claro y
puncidn Unica), se le procedié a centrifugar
a 800 rpm, descartando el sobrenadante y
posteriormente las células se resuspendie-
ron hasta 3 mililitros en medio de cultivo
celular (Chang Amnio, Irvine Scientific)
y colocado en incubadora de CO2 (5%) y
temperatura de 37 °C durante 7 dias, pos-
teriormente a esta células se les procedié a

realizar el Bandeo de las [dminas mediante
la técnica de Banda G y se analizaron 20
metafases.

Resultados

Al analizar los 4755 liquidos amnidticos,
se identificaron 263 casos que presentaban
anomalias cromosdmicas, encontriandose
40 anomalias de tipo estructural (delecio-
nes, inversiones, translocaciones y dupli-
caciones), y 211 anomalias del tipo nu-
méricas (aneuploidias y poliploidias). Una
de las muestras presenté una composicién
cromosémica 47, XY+21 y 46, XY con una
relacién 9:11 de las metafases analizadas,
el cual corresponde a un mosaico de triso-
mia 21, la cual culminé en la perdida de la
gestacion durante el segundo trimestre (ver

Figura 1b).
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Figura 1. Cariotipo de células extraidas de muestra de liquido amnidtico.
Composiciéon cromosémica 46, XY (a) y 47, XY+21 (b). Mosaico de trisomia 21.
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Discusion

Existen las siguientes variantes citogenéti-
cas causantes del SD: la trisomia 21, que
constituye el 90-95% de los casos, con ca-
riotipo 47, XX o XY +21; las translocacio-
nes robertsonianas, presentes en el 4% de
los casos donde se da un re-arreglo de un
cromosoma 21 con otro de los cromosomas
acrocéntricos (de los grupos D o G), con
un cariotipo 46, XX o XY, rob(D o G;21)
(q10;q10),+21 (6,7). Finalmente, existe
una variante menos comun dada por mosai-
cismo, presente en aproximadamente el 1%
de los casos, donde existen dos o mas lineas
celulares diferentes en el mismo individuo.
Finalmente se puede encontrar la trisomia
parcial, presente en menos del 1% de los

casos, se genera en la region 21q22.3, con

cariotipo 46,XX o XY,dup(21)(q22.3) (8).

El caso presentado presenta un paciente
con SD causado por una variante citoge-

nética poco habitual. El mosaico 21 es una
forma de presentacién que corresponde
aproximadamente al 1% de los casos con
esta enfermedad. Se estima que la inciden-
cia de mosaicismo en sindrome de Down

va desde 1 en 16.670 hasta 1 en 41.670
nacidos vivos (6).

Se han descrito maltiples factores de riesgo
para el SD. El principal factor de riesgo es
la edad materna avanzada. La prevalencia
de los nacimientos aumenta rdpidamente
con la edad, particularmente después de los
30 anos. En consecuencia, la edad mater-
na promedio en los nacimientos con SD es
aproximadamente 5 afos mayor que los na-
cimientos no afectados (5). Sin embargo, en
un estudio realizado en 29.000 pacientes,
de los cuales 322 casos eran mosaicismos,
se evidencié que la distribucién de la edad
materna para los casos de trisomia 21 con
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mosaicismo difiere de la simple trisomia
21, con madres mucho mds jévenes (10).
Alrededor de dos tercios de los diagnésti-
cos de trisomfa 21 con mosaicismo parecen
tener los mismos riesgos asociados con la
edad que la trisomia 21 simple, mientras
que un tercio parece ser independiente de
la edad materna. Esto indica que hay otro
factor involucrado en la presencia de mo-
saicismo no asociado con la edad materna
(10). En el caso presentado, al evidenciar
que ninguno de los padres present6 aneu-
ploidias, se cree que el factor de riesgo mds
probable fue la edad materna avanzada. No
obstante, se necesitan mds estudios para
determinar factores de riesgo asociados a la
aparicién de esta variante citogenética en
particular.

El aborto es la complicacién mds frecuente
en la gestacién, cerca del 10-15% de los
embarazos clinicamente reconocidos ter-
minan en abortos espontdneos y aproxi-
madamente el 50% de estas pérdidas son
secundarias a anomalias genéticas (tanto en
numero como estructura) (11,12,13). Este
evento genético puede enfocarse a través de
dos puntos de vista: anomalias genéticas
de los progenitores y anomalias genéticas
fetales. La primera contribuye a un mayor
riesgo de aborto espontdneo en embarazos
sucesivos incluyendo alteraciones en el ca-
riotipo, condiciones de cardcter dominante
o recesivo, asi como mutaciones en genes
responsables de la coagulacién o el meta-
bolismo de folatos; y en la segunda, encon-
tramos condiciones de novo y mutaciones

heredadas. Se estima que el 50% de los

abortos espontdneos en el primer trimestre
son por cromosomopatias de novo (14,15).
La mitad de los abortos espontdneos tem-
pranos (<12 semanas de edad gestacional)
son causados por anomalias cromosémicas
fetales, y casi un tercio en los abortos es-
pontdneos del segundo trimestre como se
informé en una revisién anterior (16). Los
estudios citogenéticos han demostrado que
la mayoria de estas anomalias son anoma-
lias cromosémicas numéricas (86%), y una
minoria de los casos es causada por ano-
malias cromosémicas estructurales (6%) y
mosaicismo cromosémico (8%) (16). Sin
embargo, no hay estudios que demuestren
una relacién directa entre el aborto tem-
prano y la presencia de un mosaico de tri-
somia 21.

Si bien el SD secundario a mosaicismo no
es el mds frecuente, se ha demostrado que
es subdiagnosticado, debido a que, aparte
del reto para el diagnéstico clinico, existen
desafios para su diagndstico a nivel de téc-
nicas citogenéticas. En caso de un mosai-
cismo con una baja proporcién de la linea
celular alterada, las manifestaciones feno-
tipicas son sutiles y conducen a falla en el
reconocimiento mediante el examen fisico.
En la literatura se estima que solo el 37,5%
de estos pacientes con esta variante citoge-
nética se detectan por las manifestaciones
clinicas (17). Adicionalmente, aparte del
reto para el diagndstico clinico a nivel de
técnicas diagndsticas citogenéticas lo es
también. Al tomar muestras de un solo te-
jido y una cantidad tan pequefa, el sesgo
de no deteccién aumenta, sumado a que el
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ntmero de células evaluadas es insuficiente
para detectar las lineas celulares compro-
metidas si la relacién es baja (6,17,18).

El sindrome de Down, siendo la aneuploi-
dia mds frecuente en el ser humano, es la
principal causa de discapacidad cognitiva
de origen genético (1); los pacientes con
esta condicién tienen un fenotipo caracte-
rizado por talla baja, obesidad, pliegue pal-
mar Unico, hipotonia, entre otros (19). Sin
embargo, debido a la variabilidad citoge-
nética causante de esta enfermedad, la pre-
sentacién clinica es diversa y depende de la
presencia de multiples factores genéticos en
especial en el caso de los mosaicismos (20).
Las manifestaciones clinicas del SD debi-
do a mosaicismo son muy diversas, desde
una presentacién fenotipica comparable a
la de los individuos que tienen trisomia 21
sin mosaico hasta un fenotipo que pasaria
desapercibido y no sugestivo de alguna al-
teracién (6). En los casos que se presentan
manifestaciones fenotipicas sutiles, pue-
de ocurrir una falla en el reconocimiento
mediante el examen fisico (17). Adicional-
mente, se cree que estas diferencias feno-
tipicas reflejan principalmente un ndmero
variable de células trisémicas en diferentes
personas, asi como la variacién de tejido a
tejido dentro de una persona (6).

En este contexto, el diagnéstico prenatal
es una herramienta cominmente utilizada
para identificar anomalias cromosémicas,
a través de la aplicacién de pruebas diag-
nosticas invasivas y no invasivas que per-

miten determinar tempranamente altera-

ciones genéticas. Dentro de las anteriores,
la amniocentesis con el subsecuente cultivo
celular y realizacién de cariotipo es la téc-
nica que mds se realiza dado su bajo indice
de riesgo, tanto para la madre como para
el feto, por encima de otros procedimien-
tos como la biopsia de vellosidades coriales
(21,22,23). Sin embargo, no es una prue-
ba exenta de riesgos como la pérdida de la
gestacion, el trabajo de parto pretérmino y
la ruptura prematura de membranas, entre
otros (22, 24).

Cuando se identifica una alteracién cro-
mosémica en liquido amnidtico, es nece-
sario brindar asesorfa genética estricta por
el médico genetista a los progenitores. Esta
actividad debe incluir necesariamente in-
formacién a los padres sobre el diagnéstico,
el pronéstico del producto, las opciones de
seguimiento o terminacién del embarazo,
también alli se abordan las medidas que de-
berdn tomarse al momento del nacimien-
to, asi como la evaluacién del riesgo de
recurrencia de enfermedades hereditarias
(9,22). La literatura recomienda que en es-
tos casos si la gestacién llega a término, el
cariotipo debe repetirse al nacimiento so-
bre todo en aquellos casos en que el estu-
dio qued¢ inconcluso, o para corroborar el
origen de la alteracién y poder brindar una
asesoria genética adecuada (9).
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Resumen

Introduccién. Estudios recientes proponen nuevas metodologias que permiten hacer el
reconocimiento de las diferentes alteraciones en la forma de los glébulos rojos, estableciendo
patrones de comparacién matemdticos y geométricos en el contexto de la geometria fractal
y euclidiana. Objetivo. Caracterizar la forma de las células falciformes mediante una
metodologia disefiada en el contexto de la geometria fractal y euclidiana. Metodologia.
Se realiz6 un reconocimiento de 30 imdgenes de células falciformes en frotis de sangre
periférica. Las células falciformes fueron delineadas y se superpusieron dos rejillas Kp de
5 x 5 pixeles y Kg de 10 x 10 pixeles, para calcular el espacio ocupado por estas células
y la dimensién fractal mediante el método de Box Counting. Resultados. Los espacios
ocupados por las células falciformes variaron con la superposicion de la rejilla de Kp entre
36y 56; la superficie de células falciformes vari6 entre 969 y 1872 pixeles y las proporciones
entre la superficie y los valores de la rejilla Kp variaron entre 23.1 y 39.6. Conclusiones. El
presente estudio revela la posibilidad de hacer caracterizaciones mds precisas en las células
falciformes, a partir de los espacios de ocupacién de estas, al superponer la rejilla Kp y
las proporciones entre la superficie, y no mediante los valores de la dimensién fractal,
contribuyendo de esta manera en el disefio de metodologias que mejoren el reconocimiento
de este tipo de células.
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Abstract

Introduction. Recent studies propose new methodologies that allow the recognition of
the different alterations in the shape of red blood cells, establishing mathematical and
geometric comparison patterns in the context of fractal and Euclidean geometry. Objective.
To characterize the shape of sickle cells using a methodology designed in the context of
fractal and Euclidean geometry. Methodology. 30 images of sickle cells were obtained in
peripheral blood smears. The sickle cells were delineated and two grids were superimposed
(Kp of 5 x 5 pixels and Kg of 10 x 10 pixels), to calculate the space occupied by these cells
and the fractal dimension by means of the Box Counting method. Results. The spaces
occupied by the sickle cells varied with the superposition of the Kp grid between 36 and 56;
the surface of sickle cells varied between 969 and 1872 pixels, and the proportions between
the surface and the values of the Kp grid varied between 23.1 and 39.6. Conclusions. The
present study reveals the possibility of making more precise characterizations in sickle cells,
from the occupation spaces of the sickle cell by superposing the Kp grid and the proportions
between the surface and the Kp grid, and not by the values of the fractal dimension,
contributing in this way in the design of methodologies that improve the recognition of

this type of cells.

Keywords: Fractals, Hematology, Red Blood Cell, Cell.

Introduccion

Un objeto geométrico regular puede ser ca-
racterizado en un plano de dos o tres dimen-
siones, en el primer caso se puede analizar
la superficie y en el segundo el volumen.
En cambio, un objeto de la naturaleza se
caracteriza por su irregularidad, lo que ha
implicado en la actualidad la necesidad de
considerar nuevos conceptos y nociones
matemadticas y geométricas que permitan
medir esta irregularidad. La geometria frac-
tal ha logrado tal finalidad, al proporcionar
métodos para medir el grado de irregulari-
dad de un objeto, mediante la dimensién

fractal (1). Los objetos de esta geometria
reciben el nombre de objetos fractales, que
por su configuracién geométrica pueden ser
deterministas o indeterministas (o estocds-
ticos) como son los objetos de la naturaleza,
que reciben el nombre de fractales salvajes
(2). La reproduccién de este grupo de frac-
tales, ha implicado introducir parimetros
aleatorios, los cuales se caracterizan por ge-
nerar modificaciones e irregularidades en su
estructura (3). En la actualidad diferentes
estructuras del cuerpo humano han sido
caracterizadas desde el contexto de la geo-
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metria fractal. Uno de los métodos utiliza-
dos para medir el grado de irregularidad de
un fractal salvaje, es el de Método de Box
Counting (2). Este método ha sido aplica-
do para caracterizar estructuras como son
las arterias coronarias en un modelo experi-
mental de restenosis, en ventriculogramas,
células preneopldsicas y en las diferentes al-
teraciones de los glébulos rojos (4-11).

La variacién en la forma del glébulo rojo
normal, implica un reporte de anormali-
dad en la muestra de extendido de sangre
periférica, dando indicios de una posible
enfermedad (12). Dentro del grupo de tras-
tornos hereditarios de los glébulos rojos se
encuentra la anemia de células falciformes
o anemia drepanocitica. Se trata de una de
enfermedad de origen genético de heren-
cia autosémica recesiva caracterizada por
la presencia de hemoglobina S en la cual
ocurre una sustitucién del aminodcido 4ci-
do glutdmico por valina en la posicién seis
de la cadena B de la hemoglobina. Puede
presentarse de manera homocigota (Hb
SS) o heterocigota, presentdndose varias
combinaciones, tales como Hb AS, HbSC,
HbS-Talasemia. Cuando disminuye la ten-
sién de oxigeno, la hemoglobina S se po-
limeriza y los glébulos rojos toman una
forma falciforme o forma de Hoz o media
luna caracteristica. Esta forma favorece la
oclusién de la microcirculacién lo que da
origen a una anemia hemolitica y crisis va-
so-oclusiva dolorosa que causa la sintoma-
tologia propia de la enfermedad (13). Otra
caracteristica de los drepanocitos, es que

son considerados causantes de la obstruc-

cién del flujo sanguineo cuando estos tran-
sitan por pequenos vasos (14). La compren-
sién de las alteraciones en la morfologia de
los glébulos rojos, contintia siendo un pro-
blema cldsico en la biologia celular y en las
ultimas cuatro décadas también ha atraido
la atencién de otras ciencias para la ayudar

a la identificacién (15).

Teniendo en cuenta las consideraciones
anteriores, se han propuesto nuevos estu-
dios que plantean caracterizar la estructura
irregular de las alteraciones de los glébulos
rojos (6-11), sin las asociaciones morfoldgi-
cas establecidas en los textos de hematolo-
gia (16) en las que dichas células son equi-
paradas con figuras geométricas regulares
como son el circulo, la elipse, la esfera, en-
tre otras; logrando establecer una metodo-
logia diagnéstica para los glébulos rojos y
sus alteraciones, mediante la diferenciacién
lograda para los eritrocitos normales y sus
diferentes alteraciones (6), asi como para
los equinocitos y esferocitos (7-11) a partir
de los espacios ocupados con la rejilla Kp, la
superficie de cada célula y la proporcién en-
tre la superficie y la rejilla Kp. Después de
lo anteriormente expuesto, el presente es-
tudio tiene como propdsito realizar una ca-
racterizacién en la geometria de las células
falciformes, midiendo para ello los espacios
ocupados por la superficie de estas células
en el contexto de la geometria euclidiana y
fractal en el espacio de Box Counting.
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Metodologia

Método de Box Counting: se trata de un
procedimiento matemdtico disefiado para
calcular la dimensién fractal de fractales sal-
vajes. Se consideran en este estudio las célu-
las falciformes como parte de este grupo de
fractales. El cdlculo se establece mediante la
siguiente ecuacién (ver Ecuacién 1):

—(k+1)
) = Log, Y&

NQ2™)

D= LogN(2~ KDy _Logn(2¥
Log2"*'—Log2*

Siendo K el grado de particién de la cua-
dricula (o rejillas), N el nimero de espacios
que contiene el contorno del objeto y D la
dimensién fractal.

Rejillas de 5x5 y 10x10 pixeles: se trata de
un conjunto de cuadros disenado en pixeles,
en donde la cuadricula de 5x5 pixeles, se
denomina rejilla de cuadros pequenos (Kp)
y la cuadricula de 10x10 pixeles, rejilla de
cuadros grandes (Kg).

Superficie (S): representa el nimero de
pixeles que tocan el interior de la imagen de
las células falciformes.

Procedimiento

Se realiz6 un reconocimiento de 30 imdge-
nes de células falciformes en frotis de sangre
periférica. Estas imdgenes fueron reconoci-
das en el laboratorio de Hematologia de la
Universidad Colegio Mayor de Cundina-

marca, segun los criterios morfoldgicos de
la célula.

La técnica de tincidn utilizada para obser-
var los glébulos rojos fue colorante de Wri-
ght. El microscopio utilizado para hacer el
reconocimiento fue con Olympus con un
objetivo de 100x y un aumento ocular de
10x. Las imdgenes de células falciformes
fueron tomadas por una Cdmara Canon de
microscopio digital. Posteriormente, todas
las fotografias fueron editadas en Microsoft
Office Professional Plus 2010, con el fin de
que todas tengan una misma escala de me-

dida de 500 x 333 pixeles.

A continuacién, fue delineado el contorno
de cada una de las células falciformes tal y
como se puede observar en la Figura 1. Se-
guidamente, fueron superpuestas las dos re-
jillas, para calcular mediante el método de
Box Counting simplificado, el espacio ocu-
pado por las células falciformes y posterior-
mente establecer su dimensién fractal (ver
definiciones y Figura 2). La caracterizacién
de las células falciformes se realizé a partir
de los espacios ocupados por cada una de
las células al superponer la rejilla Kp, tal y
como se ha realizado en otros estudios (9-
11). Adicionalmente, fueron considerados
los valores en pixeles de la superficie de cada
célula y la proporcién entre la superficie y
los cuadros ocupados por las células falci-
formes al superponer la rejilla de cuadros

pequenos (S/Kp).
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Resultados

Los espacios ocupados por las células fal-
ciformes con la rejilla Kp variaron entre
36 y 56, con la rejilla Kg entre 17 y 29.
La dimensién fractal de las células falcifor-
mes varié entre 0.726 y 1.152 (ver tabla
1). La superficie de las células falciformes
varié entre 969 y 1872 pixeles y la propor-
cién entre S/Kp varié entre 23.1 y 39.6.
El andlisis de los resultados revela que los
espacios ocupados al superponer las dos re-
jillas y la superficie de las células falcifor-
mes permite hacer la caracterizacién de las
células falciformes. En cambio, los valores
individuales de la dimensién fractal en el
presente estudio no permiten caracterizar
las células. Un ejemplo de esto se puede
observar en los valores de la dimensién
fractal de la célula falciforme No. 4 y 9
de la Tabla 1 cuyo valor de la dimensién
fractal dio como resultado 1,000. Al ob-
servar los espacios ocupados por las células
al superponer la rejilla Kp y Kg arroja va-
lores distintos, evidenciando una vez mds
por qué no se considera los valores de la
dimensién fractal para hacer distinciones
matemdticas y geométricas en este tipo de
estructuras.

Las Figuras 1 y 2 permiten observar los pa-
sos previos que son requeridos para aplicar
el método de Box Counting, el cual consis-
te en delinear la célula, para posteriormen-
te superponer las dos rejillas (Kp y Kg),
para el cdlculo de la dimensién fractal. Se
tomaron como ejemplo las imdgenes de las

células falciformes 1 y 20 de la Tabla 1,
para detallar paso a paso la aplicacién del
método de Box Counting.

Tabla 1. Resultados de células falciformes representativas
del total de células medidas en el contexto de la geometria
euclidiana y fractal.

0 p o D p
1 38 19 1,000 1152 30,3
2 45 22 1,032 1164 25,9
3 45 23 0,968 1223 27,2
4 42 21 1,000 1213 28,9
5 45 23 0,968 1043 23,2
6 42 19 1,144 1050 25,0
7 43 20 1,104 1198 27,9
8 51 26 0,972 1411 27,7
9 40 20 1,000 1184 29,6
10 42 20 1,070 969 23,1
11 40 18 1,152 996 24,9
12 36 17 1,082 1425 39,6
13 43 26 0,726 1265 29,4
14 56 29 0,949 1872 33,4
15 43 23 0,903 1647 38,3
16 40 22 0,862 1263 31,6
17 39 18 1,115 1264 32,4
18 43 23 0,903 1390 32,3
19 45 21 1,100 1116 24,8
20 51 27 0.918 1559 30,6

Donde, Kp: es en nimero de cuadros ocupados por las célu-
las falciformes al superponer la rejilla de 5 x 5 pixeles. Kg: es
en nimero de cuadros ocupados por las células falciformes al
superponer la rejilla de 10 x 10 pixeles. Df: es la dimensién
fractal; S: superficie en pixeles. S/Kp: la proporcién entre la
superficie y el nimero ocupados con la rejilla Kp.
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Figura 1. Imagen de extendido de sangre periférica que corresponde a la célula falciforme No. 1 y No. 20.
a) La flecha indica una célula falciforme reconocida y seleccionada para ser medida; b) la célula falciforme
delineada; ¢) célula falciforme delineada y separada del resto de los eritrocitos que aparecen en la imagen.
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Figura 2. Superposicién de rejillas Kp y Kg, en el extendido de sangre periférica en donde se encuentra la
célula falciforme No. 1y No. 20. a) célula falciforme seleccionada y delineada; b) superposicion de la rejilla
Kg (10 x 10 pixeles) en la célula falciforme; c) superposicién de la rejilla Kp (5 x 5 pixeles) en la célula
falciforme delineada.

a) b) )
a) b) )

Discusion

Este es el primer trabajo que caracteriza el
grado de irregularidad de las células falci-
formes, mediante los espacios ocupados al
superponer la rejilla Kp, los valores de la
superficie y las proporciones S/Kp, a par-
tir de una metodologia fundamentada en

el contexto de la geometria fractal y eu-
clidiana. En la literatura médica es muy
comun encontrar la asociacién de la célu-
la falciforme o drepanocitos con la forma
que tiene una herramienta agricola deno-
minada ‘hoz’, para diferenciar esta célula
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del resto de alteraciones en la forma de los
eritrocitos. En cambio, el presente estudio
realizdé una caracterizacién matemadtica di-
recta con la forma irregular de estas célu-
las mediante los espacios ocupados por la
superficie de estas células en el contexto
de la geometria euclidiana y fractal en el
espacio de Box Counting. Los resultados
de este estudio contribuyen a generar un
nuevo sistema de medida que faciliten el
reconocimiento de estas células en mues-
tras de sangre periférica.

La caracterizacién de las diferentes alte-
raciones en la morfologia de los glébulos
rojos en el contexto de la geometria frac-
tal y euclidiana, fueron posibles de realizar
en la medida que se encontraron patrones
matemadticos diferenciadores para cada una
de estas irregularidades, lo cual contribuye
a precisar el reconocimiento de estas dife-
rentes alteraciones (6-11). Desde esta nue-
va linea de investigacién se encontré que
los espacios de ocupacién de los esferoci-
tos evaluados con la rejilla Kp son meno-
res al ser comparados estos valores con los
espacios de ocupacién de los glébulos ro-
jos normales. Adicionalmente se encontré
que los valores de las proporciones S/Kp
de estos dos tipos de glébulos rojos per-
miten establecer diferencias matemdticas
y geométricas (11), y no los valores de la
dimensién fractal tal y como se ha encon-
trado en estudios previos (6-11). Esta pri-
mera caracterizacién realizada en la forma
de las células falciformes es el primer apor-
te al drea de la hematologia con la cual se

pueden refinar los estudios llevados a cabo

en el reconocimiento de este tipo de célu-
las. En un futuro estudio se planteard la
realizacién de una comparacién matemai-
tica entre los glébulos rojos normales y las
células falciformes con el fin de establecer
diferencias geométricas y matemdticas en-
tre ambas células mediante los espacios de

ocupacidén y las proporciones S/Kp.

Describir los hematies segin su tamafo,
con los métodos cldsicos de hematologia
requiere de mucho tiempo para su apli-
cacién diaria (17). Uno de los primeros
estudios propuestos para medir el tama-
fio de los eritrocitos fue disenado por Pri-
ce—Jones, en el cual establecié una técnica
que buscaba un patrén que caracterizara
la heterogeneidad de los didmetros de los
eritrocitos, y de esta manera se establecie-
ra un medio para evaluar la forma de los
glébulos rojos en la salud y la enfermedad
(17-19). En los analizadores de hemato-
logia se realiza un conteo sanguineo com-
pleto automatizado, en estos analizadores
se calcula el ancho de distribucién de los
glébulos rojos, y es uno de los pardmetros
de rutina mds disponibles. Este pardmetro
indica la variacién en el volumen de glébu-
los rojos y en su empleo se pueden detectar
grados sutiles de anisocitosis (19). Sin em-
bargo, algunos estudios han mostrado dis-
crepancias en las interpretaciones de estos
resultados (19).

El reconocimiento de la morfologia celular
es uno de los principios claves en la for-
macién de los futuros profesionales. Desde

esta perspectiva, un estudio llevado a cabo
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en 47 pacientes con anemia de células fal-
ciformes, describieron la forma de las cé-
lulas como redondas u ovales, un ntime-
ro variable de células de forma irregular,
alargadas y estrechas con extremos redon-
dos o puntiagudos (20). Los resultados del
presente estudio revelan la posibilidad del
reconocimiento de las diferentes alteracio-
nes de las células falciformes, a partir de
la caracterizacién matemdtica de su forma
irregular, permitiendo tener una medida
cuantitativa, mejorando las caracterizacio-
nes cualitativas logradas mediante analo-
gias con figuras euclidianas. Esto permiti-
rd al especialista caracterizar la estructura
irregular celular de forma directa, evitando
realizar caracterizaciones basadas en simu-
laciones de estas estructuras, que en la ma-
yoria de los casos se alejan de la realidad

del objeto medido.

En el espacio generalizado de Box Coun-
ting, se ha logrado caracterizar la morfolo-
gia de otras estructuras como son los dife-
rentes grados de alteracién en las células de
cuello uterino y establecer posteriormente
metodologias diagndsticas de aplicacién
clinica (21). También se ha caracterizado
arterias coronarias normales hasta re-este-
nosis en un modelo experimental de porci-
no (4). De igual modo, el comportamiento
de la dindmica cardiaca de adulto y neona-
tal simulada mediante atractores cardiacos,
los estados de normalidad y anormalidad,
asi como la evolucién a estos agudos, han
sido diferenciados a partir de los espacios
que ocupa el atractor cardiaco (22,23).
Desde esta linea de investigacién se ha lo-

grado establecer los primeros pardmetros
matemdticos que predicen casos mortali-
dad analizando el comportamiento de la
dindmica cardiaca (24). También, se han
logrado predicciones en otras dreas como
son la biologia molecular (25), la epide-
miologia (206) y la infectologia (27).
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In vitro activity of the ethanolic extracts from Lantana camara L., Petiveria
alliacea L. and Lippia dulcis T. against pathogenic bacteria
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Resumen

Introduccién. La biodiversidad colombiana y los saberes tradicionales permiten la
exploracién de plantas medicinales con potencial actividad antimicrobiana que podrian
usarse para tratamiento de infecciones. Objetivos. Determinar la actividad antibacteriana
de extractos etandlicos de Lantana camara L., Petiveria alliacea L.y Lippia dulcis T. sobre
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC
6380 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Materiales y métodos. Se realizé la adquisicién
del material vegetal y caracterizacién botdnica, se obtuvieron los extractos etanélicos por
percolacién y se realizé caracterizacién fitoquimica preliminar mediante cromatografia en
capa delgada (CCD). Se evalué la actividad antibacteriana, mediante pruebas de difusién
con disco y difusién en agar en concentraciones de 1mg/mL y 2mg/mL; para extractos
activos se establecié la Concentracién Inhibitoria minima (CIM) y Concentracién Minima
Bactericida (CMB). Para andlisis estadistico se realizé prueba t de Student. Resultados y
discusidn. Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue sensible con Lantana camara L.y Lippia
dulcis T. siendo este ultimo activo también sobre Proteus vulgaris ATCC 6380 con efecto
inhibitorio superior al 50%. El extracto de Lippia dulcis T. presenté la mayor actividad
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inhibitoria sobre S. awreus (CMI: 1,95 mg/mL). Ningln extracto mostré actividad
sobre Escherichia coli ni Pseudomonas aeruginosa. Metabolitos secundarios, especialmente
terpenoides y cumarinas fueron detectados en L. dulcis. Conclusiones. El estudio muestra
que productos naturales derivados de plantas medicinales como los extractos etanélicos
de Lantana camara y Lippia dulcis, presentan actividad antibacteriana sobre S. aureusy P
vulgaris y podrian ser alternativa promisoria para tratamiento de infecciones bacterianas.

Palabras claves: Etnofarmacologia, extractos vegetales, antimicrobianos, antibacterianos,
plantas medicinales, biodiversidad.

Abstract

Introduction. Colombian biodiversity and traditional knowledge allow the exploration
of medicinal plants with potential antimicrobial activity, which could be used to treat
infections. Objectives. To determine the antibacterial activity of ethanolic extracts of
Lantana camara L., Petiveria alliacea L. and Lippia dulcis T. on Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC 6380 and Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Materials and methods. Performed the acquisition of plant material
and botanical characterization, ethanolic extracts were obtained by percolation and
preliminary phytochemical characterization was performed by thin layer chromatography
(CCD). The antibacterial activity was evaluated by disc diffusion and agar diffusion tests
at concentrations of 1mg/mL and 2mg/mL; for active extracts, the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (CMB) were established.
For statistical analysis, Student’s t test was performed. Results and discussion. Staphylococcus
aureus ATCC 25923 was sensitive with Lantana camara L. and Lippia dulcis T. The latter
being also active on Proteus vulgaris ATCC 6380 with inhibitory effect higher than 50%.
The extract of Lippia dulcis T. had the highest inhibitory activity on §. aureus (MIC:
1.95 mg/mL). No extract showed activity on Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa.
Secondary metabolites, especially terpenoids and coumarins were detected in L. dulcis.
Conclusions. The study shows that natural products derived from medicinal plants such
as the ethanolic extracts of Lantana camara and Lippia dulcis have antibacterial activity on
S. aureus and P vulgaris and could be a promising alternative for the treatment of bacterial
infections.

Keywords: Ethnopharmacology, Plant Extracts, Anti-Infective Agents, Anti-Bacterial
Agents, Medicinal Plants, Biodiversity.
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Introduccion

Las enfermedades infecciosas son conside-
radas un importante problema de salud pu-
blica, debido a que representan altas tasas
de morbilidad y mortalidad, y estdn relacio-
nadas con fenémenos subyacentes como el
inadecuado saneamiento bdsico y la emer-
gente resistencia a los antimicrobianos (1).
De acuerdo con la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), las enfermedades infec-
ciosas y parasitarias causaron durante el afo
2015, 5.7 millones de defunciones a nivel
mundial y mds de 195.000 muertes en la
regién de las Américas (2).

Los antibidticos son una herramienta fun-
damental para combatir las enfermedades
infecciosas, y desde su aparicién han permi-
tido disminuir la morbimortalidad asociada
a estas patologias de forma significativa (3).
A pesar de que la terapia antimicrobiana
ocupa un lugar prominente en los avances
de las ciencias médicas, se destaca la in-
minente y progresiva capacidad de los mi-
croorganismos para desarrollar resistencia a
los diferentes agentes antimicrobianos (4).
Los antibidticos se consideran recursos sa-
nitarios no renovables, ya que el ritmo de
crecimiento de la resistencia sobrepasa al
de la incorporacién de nuevas familias de
antibidticos (5-6). Sin embargo, es posible
investigar y desarrollar nuevas alternativas
de tratamiento para las enfermedades infec-
ciosas, dentro de las cuales se encuentran
los productos naturales.

y Lippia dulcis T. frente a bacterias patégenas

La OMS estima que cerca del 80% de la po-
blacién en paises en via de desarrollo (espe-
cialmente del continente africano), utiliza
la medicina tradicional (MT) para satisfa-
cer sus necesidades primarias en salud y que
cuando la MT emplea tratamientos, incluye
el uso de medicinas a base de hierbas, partes
de animales y/o minerales. Adicionalmente,
la OMS reporta que en Colombia un 40%
de la poblacién utiliza la medicina tradicio-
nal (7). Colombia se encuentra catalogada
como uno de los 14 paises que alberga el
mayor indice de biodiversidad en la tierra
(8). Se estima que el territorio colombiano
alberga aproximadamente 27,860 especies
de plantas, de las cuales 2,400 son cataloga-
das como plantas medicinales (9).

La riqueza cultural y natural del territorio
colombiano ha conducido a la realizacién
de diversos estudios etnobotdnicos enfoca-
dos en la descripcién del uso tradicional de
plantas medicinales para el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Dentro de los es-
tudios sobre plantas medicinales cabe men-
cionar los realizados por Ruiters y cols. en
Africa (10), Pinheiro y cols. en Brasil (11) y
Savithramma y cols. en India (12). Referen-
te a estudios sobre el uso de plantas medici-
nales en mercados populares en Colombia,
se resalta el de Giraldo y cols. (13).

La familia Verbenaceae a la cual pertenecen
plantas como Lantana cdmaray Lippia dul-
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cis, comprende alrededor de 35 géneros y
1000 especies distribuidas principalmente
en los trépicos y subtrépicos (14). Son am-
pliamente usadas en la medicina tradicional
de diferentes paises para el tratamiento de
enfermedades parasitarias y trastornos respi-
ratorios e inflamatorios. También se les han
atribuido propiedades antimicrobianas, las
cuales estdn directamente relacionadas con
su amplia composicién fitoquimica (15).
Por su parte, Petiveria alliacea, se distribu-
ye por lo general en regiones tropicales de
América, como Centroamérica, las islas del
Caribe, la selva Amazdénica, México, Brasil,
Colombia y Argentina, asi como en regio-
nes especificas de Africa. En la medicina
tradicional se resaltan diferentes usos, en-
tre ellos como diurético, antiespasmddico,
analgésico, antiinflamatorio, antihelminti-
co y para desordenes del sistema nervioso
central. Dentro de sus propiedades anti-
microbianas etnobotdnicas se resaltan para
infecciones cutdneas, urinarias, venéreas y
del tracto respiratorio, ademds antifiingicas
y antisépticas (16). Diferentes compuestos
activos se han reportado; sin embargo, su
composiciéon es variable dependiendo del
lugar y época de recoleccién y de la parte
del material de donde se han aislado. Se re-
saltan petiverina A y petiverina B (diasteroi-
sémeros del sulféxido de S-bencil-cisteina),
los cuales se encuentran en alta proporcién
en las raices en comparacién con las hojas
y los tallos. En las raices la actividad de la
enzima sulféxido de cisteina liasa sobre las
petiverinas promueve mediante la forma-
cién de diferentes intermediarios la forma-

cién de compuestos trisulfuro (bencil-hi-

droxi-etil-trisulfuro, dibencil trisulfuro) a
los cuales se les han atribuido propiedades
antimicrobianas (17).

Bajo este contexto, se han realizado diver-
sos estudios orientados a la busqueda de
plantas medicinales de interés fitoquimi-
co y farmacolédgico que pueden presentar
actividad antimicrobiana sobre patégenos
de interés en salud publica, tal como la
evaluaciéon de la actividad in vitro de ex-
tractos vegetales frente a bacterias Gram
negativas y Gram positivas procedentes de
aislamientos clinicos y Cepas Multidrogo-
resistentes (MDR) implicadas en infeccio-
nes del tracto urinario como los realizados
por Mishra y cols. (18) y Marasini y cols
(19) y la investigacién de Ulloa y cols (20)
sobre la actividad antimicrobiana de plan-
tas nativas peruanas frente a Pseudomonas
aeruginosa, encontrando resultados prome-
tedores.

Recientemente han sido publicadas inves-
tigaciones relacionadas con las plantas de
interés del presente estudio, dentro de las
cuales cabe destacar la de Ochoa y cols.
(21), donde extractos obtenidos a partir de
hojas secas y frescas de Petiveria alliacea L.
demostraron actividad antibacteriana so-
bre Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeru-
ginosa. Por otra parte, Naz y Bano (22)
reportaron que el extracto metandlico de
hojas de Lantana camara L. presentd la
mdxima actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeru-
ginosa. Por su parte, Regnier y cols. (23)
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establecieron que aceites esenciales de Lip-
pia escaberrima causaron la inhibicién del
crecimiento micelial y actividad fungisti-
tica.

El presente estudio se realizé con el fin de
contribuir a la bisqueda de sustancias de
origen natural como alternativa para el tra-
tamiento de las enfermedades infecciosas,
evaluando la potencial actividad antibacte-
riana de extractos etandlicos obtenidos de
Lantana camara L., Petiveria alliacea L. y
Lippia dulcis T. sobre las bacterias Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia
coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC
6380y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Materiales y métodos
Material vegetal

El material vegetal fue adquirido en el
mercado popular de la “Plaza de mercado
de Paloquemao” en la ciudad de Bogotd,
D.C. a partir de los reportes de Giraldo y
cols. (13). Se adquirieron alrededor de 2
kg de material fresco de las plantas “san-
guinaria”, “orozul” y “anamu”. Al menos
3 ejemplares de cada especie fueron depo-
sitados en las condiciones requeridas para
su identificacién taxonémica en el Herba-
rio Nacional Colombiano de la Universi-
dad Nacional de Colombia, donde se en-
cuentran depositados con los nombres de
Lantana cdmara L. (s.1.) No. COL 585817;
Petiveria alliacea L. No. COL 585819 y
Phyla dulcis (Trevir.) Moldenke No. COL

y Lippia dulcis T. frente a bacterias patégenas

585816. Segin identificacién taxonémica
anterior realizada en el Herbario de Plantas
Utiles de Colombia (HPU]J), Phyla dulcis
(Trevir) Moldenke y Lippia dulcis (Trevir),
son nombres sinénimos de la especie Phyla
scaberrima (Juss. ex Pers.) Moldenke. Para
este estudio se contempld Lippia dulcis T.
debido a que por lo general los reportes
cientificos se refieren a este género.

Extraccion

El material fresco de cada planta fue lle-
vado a proceso de secado en estufa de aire
circulante manteniendo a 400C de 48 a 72
horas. De acuerdo con estudios etnobota-
nicos previos, se seleccionaron las partes
aéreas de “sanguinaria” y “orozul” (hojas,
flores y tallos), mientras que para “anamd”

sélo se seleccionaron las hojas (24).

Los extractos vegetales se obtuvieron me-
diante extraccién sélido-liquido (percola-
cién) a presién atmosférica y temperatura
ambiente hasta agotamiento, empleando
etanol grado técnico al 96% como solvente.
Para el proceso de percolacién se sometie-
ron 445.0g de material vegetal seco y pul-
verizado de L. dulcis, 381.0g de P alliacea
y 566.0g de L. camara. Posteriormente, los
extractos secos se obtuvieron mediante ro-
taevaporador a vacio, a una temperatura en-
tre 40°C a 50°C, obteniendo rendimientos
del 8,15%, 9.30% y 9,77% para L. dulcis,
L. camaray P Alliacea, respectivamente, con
respecto al material vegetal seco. Parte de
los extractos obtenidos se reservaron para la

realizacién de las pruebas fitoquimicas pre-
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liminares y de actividad antibacteriana y se
mantuvieron refrigerados, protegidos de la
humedad y la luz.

Andlisis fitoquimico preliminar

A los extractos etandlicos se les realizé una
caracterizacién fitoquimica preliminar me-
diante cromatografia en capa delgada (CCD)
empleando placas de silica gel 60 (Macherey
Nagel ® F254, 0,25 mm) y patrones de re-
ferencia: Quinidina (alcaloides), 7-hidroxi-
cumarina (cumarinas y/o antraquinonas),
B-citosterol (esteroides y/o terpenoides)
y quercetina (flavonoides). Se emplearon
10.0mg/mL para los extractos y alrededor
1.0 a 5.0mg para los patrones de referencia.
Como fase mévil (FM) se emplearon mezclas
Cloroformo:Metanol (90:10) y/o Hexano:
Acetato de Etilo (60:40). Una vez eluidas,
las placas se revelaron mediante luz visible y
UV (a 254 y/o 365nm) y reveladores quimi-
cos universales y especificos segin lo estable-
cido por Wagner y Bladt (25). Se tuvieron
también en cuenta las recomendaciones del
CYTED (26). Los resultados se valoraron de
forma semicuantitativa, segtn la apreciacién
subjetiva de la intensidad de color segtn lo
propuesto por Sanabria (27): Coloracién in-
tensa: (+++); coloracién claramente observa-
ble: (++); coloracién débil (+); reaccién ne-

gativa y/o no se observa coloracién (-).

Determinacion de la actividad
antimicrobiana

En el estudio fueron utilizadas las cepas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Es-

cherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris
ATCC 6380 y Staphylococcus aureus subsp.
aureus ATCC 25923, las cuales fueron pro-
porcionadas por el cepario de la Universi-
dad Colegio Mayor de Cundinamarca y
conservadas a -20°C en medio Brain Heart

Infusion (BHI) con adicién de glicerol al
10%.

Se realizaron curvas de crecimiento de cada
una de las bacterias seleccionadas, con el ob-
jetivo de establecer el tiempo de incubacién
necesario para alcanzar su fase exponencial
de crecimiento, y definir la absorbancia co-
rrespondiente a una densidad bacteriana de
1x108UFC/ml. Para ello se utilizaron culti-
vos bacterianos en agar Mueller Hinton y se
tomaron de 3 a 5 unidades formadoras de
colonias (UFC), las cuales fueron transfe-
ridas a caldo Mueller Hinton. Se ajusté la
suspensiéon al estdndar 0.5 de McFarland,
utilizando espectrofotometria; y, finalmen-
te, se realizé la lectura de la absorbancia ini-
cial de la suspensién a 600nm y se incubd
a 37°C, realizando la lectura de la absor-
bancia cada hora, durante 12 horas con-
secutivas, teniendo en cuenta el protocolo
de Cappuccino y cols., con algunas modi-
ficaciones (28). Posterior a los periodos de
incubacién establecidos, se determiné el re-
cuento de unidades formadoras de colonias,
para lo cual se utilizaron diluciones seria-
das en agua peptonada 0.1% en un rango
de 10-1 a 10-6 (28, 29). El procedimiento
se realizé por duplicado y se establecieron
las respectivas graficas del crecimiento para

cada cepa.
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Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Se realizaron antibiogramas en agar Mueller
Hinton a cada una de las bacterias en estu-
dio segun las directrices del Clinical & La-
boratory Standards Institute (CLSI), a par-
tir de cultivos bacterianos en caldo Mueller
Hinton con una densidad equivalente a 1 x
10°UFC/mL (30). A partir de los ensayos
se establecié como control positivo Genta-
micina (10 pg) y como control de negativo
Dimetilsulféxido (DMSQO) al 10%, v/v en
agua estéril (31). Las pruebas con los ex-
tractos vegetales se realizaron mediante las
técnicas de difusién con discos y difusién
en agar.

Difusion con discos

Las pruebas de difusién con discos se de-
sarrollaron teniendo en cuenta los proto-
colos propuestos por Othman y cols. (32)
y Andrews y cols. (33). 24 horas previas al
experimento, discos en blanco (Oxoid™)
fueron impregnados con 20pL de cada ex-
tracto vegetal a evaluar en concentraciones
de 1mg/mL (para un primer ensayo) y 2mg/
mL (para un segundo ensayo), preparados
a partir de una solucién stock en DMSO
al 10%, asi como también se impregnaron
discos con 20uL del control positivo y ne-
gativo. Posteriormente, se dejaron secar du-
rante 24 horas a temperatura ambiente en
condiciones de esterilidad.

Colonias de las cepas respectivas que cre-
cieron en agar Mueller Hinton fueron se-
leccionadas y cultivadas en caldo Mueller
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Hinton hasta alcanzar una densidad de 1
x 108UFC/mL. 100uL de cada cultivo bac-
teriano equivalentes 1 x 10’UFC/mL, se
sembraron en agar Mueller Hinton, distri-
buyendo uniformemente con la ayuda de
un hisopo estéril por siembra masiva y se
colocaron en la superficie del medio los dis-
cos impregnados con cada extracto vegetal,
un disco de control negativo y un disco de
control positivo. Los medios fueron incu-
bados a 37°C por 24 horas y los ensayos se
realizaron por triplicado. Posterior a la in-
cubacién, se midié el didmetro del halo de
inhibicién del crecimiento (mm) y se calcu-
16 el porcentaje del efecto inhibitorio rela-
tivo respecto al control positivo, aplicando
la Ecuacién 1:

% Efecto inhibitorio = Media diametro del halo de inhibicién X 100

Diametro del halo de inhibicion control Positivo
Difusion en agar
El ensayo se llevé a cabo de acuerdo con
el protocolo propuesto por Othman y cols.
(32) y Cruz y cols. (34). En cada placa de
agar Mueller Hinton, se realizaron cinco
perforaciones (pozos) de 10mm de didme-
tro con un sacabocados estéril y, posterior-
mente, cada pozo fue sellado con 0.1mL
del mismo agar para evitar la dispersién
del extracto y los controles; 100 pL de cada
cepa bacteriana (con una densidad de 1 x
10°UFC/mL, equivalentes a 1 x 10’UFC/
mL) fueron sembrados masivamente en la
superficie del medio. Se adicioné a cada
pozo 20puL de cada uno de los extractos
vegetales en concentraciones de Img/mL
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(para el primer ensayo) y 2mg/mL (para el
segundo ensayo), preparados a partir de una
solucién stock en DMSO al 10%. Se em-
pleé un pozo para el control negativo y un
pozo mds para el control positivo. Las cajas
se incubaron a 37°C por 24 horas y los en-
sayos se realizaron por triplicado. La activi-
dad antibacteriana se determiné midiendo
el didmetro de la zona de inhibicién (mm)
y se calculé del porcentaje del efecto inhi-
bitorio relativo respecto al control positivo
aplicando la Ecuacién 1.

Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI)

Para determinar la CMI de los extractos que
presentaron actividad antimicrobiana, se
realiz6 la prueba de macrodilucién en cal-
do de acuerdo con el protocolo de Abadie y
cols. (35). Se emplearon cultivos bacterianos
en caldo Mueller Hinton, con una densidad
equivalente 1 x 10*°UFC/mL a los cuales se
les realizé una dilucién 1/100 (1 x 10°UFC/
mL) y, adicionalmente, se prepararon 10
tubos con 1.5mL de caldo Mueller Hinton
para cada prueba.

Se prepar6 una solucién stock del extracto
vegetal a una concentracién de 500mg/mL
en DMSO al 10%, se agregé 1.5mL de la
solucién stock del extracto vegetal al tubo
N°1, el cual correspondia a la concentracién
de 500mg/mL. Luego, partir del tubo N°2
que contenia 1.5mL de caldo Mueller Hin-
ton, se agregé 1.5mL de la solucién madre
del extracto y se realizaron diluciones do-

bles seriadas hasta el tubo N°11, mezclando

las suspensiones con la ayuda de un vértex
y evaluando de esta manera concentracio-
nes de 250mg/mL, 125mg/mL, 62.5mg/
mL, 31,25mg/mL, 15.62mg/mL, 7.81mg/
mL, 3.90mg/mL, 1.95mg/mL, 0.97mg/mL
y 0.48mg/mL. Posteriormente, se adicioné a
cada tubo, 1.5mL del in6culo preparado de
cada cepa (aproximadamente 1 x 10°UFC/
mL). Los tubos fueron incubados a 37°C
durante 24 horas. Finalmente, se calculé la
CMI, considerdndola como la concentracién
correspondiente al tubo con menor concen-
tracién del extracto donde no hubo desarro-
llo bacteriano, demostrado por la ausencia
de turbidez, para ello se utilizé6 un control
positivo y negativo de crecimiento (36, 37).

Concentracion Minima Bactericida
(CMB)

A partir de cada uno de los tubos sin de-
sarrollo bacteriano visible, obtenidos en la
prueba de CMI, fueron sembrados masiva-
mente 0.1mL de las suspensiones sobre la
superficie de placas de agar Mueller Hin-
ton. Posteriormente, se incubaron a 37°C
durante 24 horas y los ensayos se realizaron
por triplicado. Para determinar la CMB se
realizé el recuento de colonias en las placas,
considerando la concentracién minima bac-
tericida, como la menor concentracién del
extracto cuyo subcultivo inhibié totalmente
el crecimiento de la bacteria (35).

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se realizd una

prueba t de Student para muestras indepen-
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dientes, con el fin de comparar el porcen-
taje de inhibicién obtenido con respecto a
las dos técnicas empleadas para la determi-
nacién de la actividad antimicrobiana, las
concentraciones del extracto y a las espe-
cies evaluadas. Los valores obtenidos fueron
considerados estadisticamente significativos

con un valor p <0,05.

Resultados
Analisis fitoquimico preliminar

Mediante cromatografia en capa delgada
(CCD), se evidencié la presencia de me-
tabolitos de tipo cumarina en el extracto
etandlico de L. dulcis, al observarse mancha
azul (++) que fluoresce a la UV (365nm),
(Eluente: CHC13: MeOH, 90:10, revelador
quimico borntriger, a 110°C). En esta placa
también se observan manchas y zonas ro-
jas en los extractos etandlicos de P alliacea
(++), L. dulcis (+) y L. cdmara (+), lo que
sugiere la presencia de antraquinonas. Sin
embargo, se requieren pruebas adiciona-
les para confirmarlo, como la reaccién de
Borntriger-Kraus. Adicionalmente, en la
prueba de flavonoides se observaron a la luz
visible zonas coloreadas amarillas (+) en los
extractos etandlicos de P alliaceay L. dulcis,
(revelador NP/PEG 4000, eluente: CHCI3:
MeOH, 90:10). Es necesario realizar prue-
bas de cromatografia y de coloracién con
extractos de mayor polaridad. Metabolitos
de tipo terpenoide fueron detectados me-
diante vainillina/H,SO, en etanol (luz vi-
sible, a 110°C), como manchas coloreadas,
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especialmente, violetas, cafés y azules en
todos los extractos. Manchas violetas fue-
ron intensas (+++) en I alliacea, mientras
que manchas azules verdosas y azules fueron
intensas (+++) en L. dulcis y L. camara, res-
pectivamente. No se observé coloracién en
la prueba de alcaloides (-) en ninguno de los
extractos. Sin embargo, se sugiere realizar
de forma completa el andlisis preliminar de
alcaloides segtin Sanabria (27).

Pruebas de sensibilidad
antimicrobiana

Difusién con discos y difusion en agar

El extracto etandlico de L. dulcis presenté
actividad antimicrobiana sobre P wvulgaris
ATCC 6380 mediante difusién con discos
y en agar, en concentraciones de 1mg/mL
y 2mg/mL. A una concentracién de 2mg/
mL mediante la técnica de difusién en
agar, presenté porcentajes inhibitorios de
71.64% mientras que, a la misma concen-
tracion, utilizando discos, se establecieron
efectos inhibitorios del 59.09%, como se
puede observar en la Tabla 1. A concentra-
cién de 1mg/mL fue también activo frente
a P vulgaris con porcentajes de efecto inhi-
bitorio superiores al 50% en las dos técnicas
empleadas. De acuerdo con lo establecido
por Ramirez y Diaz (38), la actividad anti-
bacteriana de los extractos se considera alta
cuando el porcentaje de inhibicién relativo
del crecimiento es >70%, intermedia entre
el 50 y 70% y baja cuando es <50%; por
lo tanto, es posible afirmar que el extracto

de L. dulcis presenté alta e intermedia ac-

61



tividad antibacteriana respectivamente. Al
evaluar los extractos obtenidos de L. camara
y P alliacea, no se evidenci6 actividad fren-
te a P wvulgaris. Las pruebas anteriormente

citadas contaron con un disco impregnado
con DMSO al 10% como control negativo,
con el cual se evidencié crecimiento del mi-
croorganismo.

Tabla 1. Actividad antibacteriana de Lippia dulcis T sobre Proteus vulgaris ATCC 6380 por difusién con

discos y difusién en agar.

TECNICA

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)
DIFUSION CON DISCOS

DIFUSION EN AGAR

DS: Desviacion estdndar, Control positivo: Gentamicina 10ug, N.A: no aplica.

El extracto etandlico de L. dulcis presenté
actividad frente a S. aureus en concentra-
ciones de Img/mL y 2mg/mL. El mayor
efecto inhibitorio (64.17%), se evidencid
en la técnica de difusién en agar en con-
centraciones de 2mg/mL, con halos prome-
dio de 14.33 mm de didmetro. A concen-
traciones de Img/mL y 2mg/mL, L cimara
evidencié actividad frente a S. aureus, ob-

teniendo su mayor porcentaje de efecto in-
hibitorio (85.48%) a 2mg/mL, en la técnica
de difusién con discos. A la concentracién
de Img/mL se evidencié actividad antibac-
teriana intermedia, con porcentajes de efec-
to inhibitorio correspondientes a 60.31% y
67.64% por difusién con disco y en agar,
como se reporta en la Tabla 2.




Navarrete et al. Actividad in vitro de los extractos etanélicos de Lantana camara L., Petiveria alliacea L.

y Lippia dulcis T. frente a bacterias patégenas

Tabla 2. Actividad antibacteriana de Lantana camara L. y Lippia dulcis T. sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923 por difusién con discos y difusion en agar

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)

TECNICA - -
DIFUSION CON DISCOS DIFUSION EN AGAR
PLANTA Réplicas del ensayo Réplicas del ensayo
Efecto Efecto
Promedio D.S. inhibitorio Promedio D.S. inhibitorio
Concentracién ! 5 3 % ] ) 3 %
mg/mL
1 13 11 10 11,33 1,52 53,96 11 12 13 12 1 52,94
Lantana
camara L
2 14 11 11 12 1,73 58,06 14 14 15 14,33 0,57 64,17
1 15 11 12 12,66 2,08 60,31 15 16 15 15,33 0,57 67,64
Lippia
dulcis T.
2 17 18 18 17,66 0,57 85,48 18 17 17 17,33 0,57 77,61
p | Commolt o | o [ 20 21 1 NA 2 | 2| 23 22,66 0,57 NA
positivo
g | Coneol | o0 | 2 | 20 20,66 | 1,15 N.A 2 | 22 | 23 22,33 0,57 NA
positivo
DS: Desviacion estdndar, Control positivo: Gentamicina 10pg, N.A: no aplica.

Los extractos etandlicos evaluados a con-
centraciones de lmg/mL y 2mg/mL no
presentaron actividad antimicrobiana sobre
E. coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 9027. En cuanto al extracto
obtenido de P alliacea (“anami”), este no
presenté actividad frente a ninguna de las
bacterias en estudio.

Al comparar el porcentaje de inhibicién
frente a S. aureus con relacién a los extrac-
tos etandlicos de las especies evaluadas (L.
camara 'y L. dulcis) en la prueba t de Stu-

dent para muestras independientes se ob-
tuvo un valor p=0.0318, determinando que
existen diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los porcentajes de inhibicién
obtenidos para cada uno de los extractos.
Por otra parte, al comparar los porcentajes
de inhibicién entre las dos técnicas emplea-
das (difusién con discos y difusién en agar)
mediante la prueba t de Student se encon-
tré un valor p = 0.4509, por lo que se puede
establecer que no existe diferencia significa-
tiva en los resultados de las dos técnicas. De
igual manera, al comparar los porcentajes
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de inhibicién obtenidos a las dos concen-
traciones (1mg/ml y 2mg/ml) no se encon-
tré diferencia significativa (p = 0.067).

Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB)

Se determiné la CMI y CMB de los extrac-
tos etandlicos obtenidos de L camara y L.
dulcis, que reportaron previamente activi-
dad frente a algunas de las bacterias eva-

luadas (ver Tabla 3). La CMI del extracto
etandlico de L. camara frente a S. aureus,
correspondié a 7.81mg/ml, donde se obser-
vé la ausencia de turbidez visible. Se obser-
vé, ademds, la ausencia total de crecimiento
en placa a una concentracién minima de
31.25mg/mL. En relacién al extracto de
L. dulcis frente a S. aureus, present6 una
CMI de 1.95mg/mL. La concentracién mi-
nima bactericida de S. aureus correspondio
a 7.81mg/ml y 250mg/ml para P. vulgaris.

Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima bactericida (CMB) de los
extractos vegetales activos frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Proteus vulgaris ATCC 6380.

EXTRACTO Lippia dulcis T. Lantana camara L.

Staphylococcus aureus ATCC
25923

Staphylococcus aureus ATCC

BACTERIA 25923

Proteus vulgaris ATCC 6380

Concentracién del Turbidez Crecimiento en Turbidez Crecimiento en Turbidez Crecimiento en
extracto (mg/mL) visible (CMI) placa (CMB) visible (CMI) placa (CMB) visible (CMI) placa (CMB)
500 - - - - = =
250 = = - - - -
125 - + - - = =
62,5 o 4k - - - -
31,25 = + - - = -
15,62 + + - - - +
7,81 + + - - - +
3,90 + + - + + +
1,95 + + - + + +
0,97 + + + + + +
0,48 + + + + + +
(-): ausencia de turbidez (ausencia de crecimiento)
(+): presencia de turbidez (crecimiento)
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Discusion

La aparicién de cepas resistentes a los an-
tibidticos, elevada toxicidad, disminucién
del espectro de accién y los altos costos,
hacen necesario el estudio de nuevos an-
timicrobianos de origen natural, que sean
seguros, eficaces y accesibles para las comu-
nidades (39, 40). En el presente trabajo, se
evaluaron los extractos etanélicos obtenidos
de tres especies vegetales frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas, causantes
de patologias infecciosas de importancia en

salud publica.

La realizacién de pruebas de actividad an-
timicrobiana puede desarrollarse utilizando
extractos vegetales obtenidos a partir de di-
ferentes solventes de extraccién como eta-
nol, éter de petréleo, metanol, entre otros.
En el presente ensayo se utilizaron extractos
etandlicos debido a que pueden tener un
mayor potencial antibacteriano frente a los
aislamientos bacterianos en comparacién
con otros solventes como el éter de petré-
leo, gracias a su polaridad intermedia (41)
y a su mayor variedad de metabolitos que le
confieren esta propiedad (42).

De los tres extractos vegetales evaluados,
L. dulcis presentd actividad antimicrobiana
frente a bacterias Gram negativas (P vulga-
ris) y Gram positivas (S. aureus) y L. cama-
ra, evidencid su actividad Ginicamente fren-
te a bacterias Gram positivas (S. aureus).
Como se reporta en estudios previos, puede
haber mayor actividad por los extractos en
bacterias Gram positivas, probablemente
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por la diferencia en la permeabilidad a los
componentes activos dada la diferencia en
la estructura de las bacterias Gram positivas
y Gram negativas (43). Se detect6 actividad
inhibitoria alta para el extracto de L. dulcis
frente a S. aureus a una concentracién de
2mg/mL (85,48%) mientras que los extrac-
tos de L. camara sobre S. aureusy de L. dul-
cis sobre P vulgaris evidenciaron actividad
inhibitoria intermedia, en concordancia
con lo establecido por Ramirez y cols. (38).
En relacién a L. dulcis, en el extracto eta-
nélico fue evidente la presencia de metabo-
litos tipo esteroide y/o terpenoide, (vaini-
llina/H SO, en etanol a 110°C), los cuales
podrian estar relacionados con la actividad
antibacteriana observada frente a S. aureus
y P vulgaris. Céceres y cols. (44) también
confirmaron la actividad del extracto etané-
lico de L. dulcis frente a bacterias enteropa-
tégenas como E. coli, Salmonella enteritidis
y Shigella flexneri. Otros metabolitos detec-
tados con una intensidad baja a intermedia
en las pruebas de cromatografia fueron cu-
marinas (borntriger, UV 365nm a 110°C)
y flavonoides (NP/PEG 4000); sin embar-
go, pruebas adicionales son requeridas para
confirmarlo.

Mediante la técnica de difusién con discos,
el extracto etandlico obtenido de L. cama-
ra present6 actividad inhibitoria frente a S.
aureus, lo cual concuerda con lo reportado
por Cruz y cols. (34), con un porcentaje
de inhibicién de 56.1%, similar a los ob-
tenidos en este estudio, 53.96% y 56.06%
a concentraciones de Img/mL y 2mg/mL,
respectivamente. Adicionalmente, se repor-
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ta la ausencia de actividad frente a E. coli
y P aeruginosa, tal como lo encontrado en
este estudio. En otras investigaciones, en las
cuales se evaluaron extractos cloroférmicos
de L. camara a diferentes concentraciones,
se identificé actividad sobre S. aureus (45).
La acci6én antimicrobiana de esta planta po-
dria estar relacionada con su composicién
fitoquimica, constituida por sustancias con
reconocida actividad antibacteriana como
taninos, saponinas, flavonoides, terpenoi-
des, antraquinonas, carotenos, alcaloides y
fenoles (46, 47, 48). Metabolitos de tipo
terpenoide y/o esteroide fueron evidentes
en las pruebas de cromatografia en capa
delgada realizadas (vainillina/H SO, en eta-
nol a 110°C), los cuales podrian favorecer la
actividad antibacteriana frente a S. aureus.

Es posible que en la prueba de Borntriger
se haya detectado el anilllo de quinona de
las furanonaftoquinonas presentes en L. ca-
mara; sin embargo, son necesarios estudios
adicionales. Ghisalberti (49), en su revisidn,
indica que triterpenos pentaciclicos (como
los derivados del 4cido ursénico aislados de
L. camara) y las furanonaftoquinonas han
demostrado actividad antibacteriana frente
a bacterias Gram positivas como S. aureus.
Aunque mediante cromatografia en capa
delgada no fueron detectados metabolitos
de tipo flavonoide en el extracto etandlico
de L. camara, Naz y Bano (22) cuantifica-
ron flavonoides totales en las hojas de esta
especie por lo que estudios adicionales que
empleen fracciones mds polares podrian
permitir su identificacién. Adicionalmente,
demostraron la actividad antibacteriana del

extracto metandlico de L. camara frente a S.

aureus 'y P aeruginosa.

Es importante mencionar que el uso de eta-
nol como disolvente orgdnico, concentra
mayor cantidad de compuestos afines por
el agua como las saponinas y taninos. Estas
sustancias presentan mecanismos de accién
relacionados con la alteracién de la tensién
superficial de la membrana celular (50) y
la inactivacién de enzimas y proteinas de
transporte celular (43) que pueden favore-
cer el efecto antibacteriano de estos com-

pUCStOS.

El estudio realizado por Ochoa y cols. (51)
reporté actividad antimicrobiana de extrac-
tos en solucién hidroalcohdlica y alcohol
isopropilico provenientes de hojas de P
alliacea sobre P aeruginosa. Sin embargo,
el protocolo utilizado presenta variaciones
respecto al utilizado en el presente estu-
dio, como los solventes utilizados para la
extraccién, la cantidad de extracto adicio-
nado a cada disco (10uL) y la utilizacién
de un amplio rango de concentraciones.
Adicionalmente, en el tamizaje fitoquimi-
co de extractos hidroalcohélicos (etanol al
80%) de hojas frescas de P alliacea con ac-
cién antimicrobiana frente a S. aureus, E.
coli, E. faecalisy P aeruginosa, se reporté la
presencia de quinonas (++ por Borntriger),
alcaloides (+++ por Dragendorff) y de otros
metabolitos como flavonoides, fenoles y de
esteroides/triterpenos con baja intensidad.
En el presente estudio, los resultados de
CCD sugirieron la presencia principalmen-
te de metabolitos de tipo antraquinona, ter-
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penoide y/o esteroide y flavonoides, estos
altimos en baja intensidad; sin embargo, el
extracto no demostré actividad antibacte-
riana. Los resultados obtenidos son cohe-
rentes con aquellos reportados por Sariego
y cols., (17) quienes atribuyen la inactivi-
dad de extractos de P alliacea a diferentes
factores que podrian estar relacionados,
como el material vegetal empleado (hojas
que presenta bajas concentraciones de deri-
vados sulfurados), la realizacién del secado
del material, la temperatura de secado y el
grado polaridad del extracto.

Los extractos etanélicos obtenidos a partir
de L. camara, L. dulcis y P alliacea no pre-
sentaron actividad sobre E. coli y P aeru-
ginosa. La falta de actividad de los extrac-
tos frente a estos microorganismos puede
asociarse a su caracteristica de poseer una
membrana externa conformada por lipo-
polisacdridos, proteinas y fosfolipidos, que
dificulta el acceso de los compuestos a la

célula (52).

La prueba de Concentracién Minima Inhi-
bitoria (CMI) es considerada el Gold stan-
dard para determinar la susceptibilidad de
los organismos a los antimicrobianos. La
determinacién de la CMI por macrodilu-
cién en caldo demostré la actividad que pre-
sentan los extractos de L. camara 'y L. dul-
cis sobre S. aureus, a concentraciones bajas,
correspondientes a 7.81mg/mL y 1.95mg/
mL, respectivamente. La CMI mds alta, fue
31.25mg/mL, obtenida para el extracto de
L. dulcis frente a P vulgaris. La sensibilidad
de S. aureus frente a extractos etanélicos ob-

y Lippia dulcis T. frente a bacterias patégenas

tenidos a partir de L. cdmara fue reporta-
da por Cruz y cols. (34), con una CMI de

12mg/mL por el método de macrodilucién.

De acuerdo con Salada (53), la determi-
nacién de la relaciéon CMI/CMB permite
determinar el efecto que ejerce el agente
antimicrobiano sobre los microorganismos
evaluados. El autor menciona que cuando
el valor de CMB no es mds de cuatro veces
mds alto que el de CMI, indica que el com-
puesto es bactericida. Segun los resultados
obtenidos en el presente estudio, es posible
considerar que los extractos de L. camara
y L. dulcis presentan actividad bactericida
frente a S. aureus y actividad bacteriostdtica
sobre P vulgaris.

Para el estudio antimicrobiano se realizaron
curvas de crecimiento bacteriano como lo
establecen Othman y cols. (32), con el fin
de evidenciar la cinética de cada cepa y asi
determinar la fase exponencial, lo que per-
mite establecer la concentracién inicial; ob-

teniendo asi, resultados con mayor grado de

confiabilidad.

Los resultados obtenidos en el presente tra-
bajo aportan informacién sobre la promi-
soria actividad antibacteriana del extracto
etandlico obtenido de L. dulcis frente a .
aureus 'y P vulgaris; asi mismo, sobre la po-
tencial accién inhibitoria del extracto de L.
camara sobre S. aureus. Con este estudio, se
espera promover la investigacién en plantas
medicinales de uso tradicional, con el fin de
identificar nuevas fuentes naturales de sus-

tancias con efecto terapéutico que podrian
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ser utilizadas para el tratamiento de enfer-
medades infecciosas de interés en salud pu-
blica y contribuir al estudio y uso sostenible

de la biodiversidad colombiana (54-57).

Estudios bioguiados y de tamizaje fitoqui-
mico son requeridos para confirmar los
grupos de metabolitos responsables de la
actividad antibacteriana de L. dulcisy L. ca-
mara. Adicionalmente, se recomienda reali-
zar estudios con extractos hidroalcohdlicos
a partir de material fresco y seco (a bajas
temperaturas de secado), obtenido de forma
independiente tanto de hojas, como raices
y tallos de P alliacea para confirmar su ac-
tividad antibacteriana y la detecciéon de los
metabolitos implicados.
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Principios fisicoquimicos de los colorantes utilizados en
microbiologia

Physicochemical Principles of dyes used In Microbiology
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Resumen

La utilizacién de los colorantes en los procesos de identificacién en microbiologia se
fundamenta en las propiedades fisicoquimicas de estas sustancias. En el campo de la fisica,
la 6ptica explica cémo todos los objetos son observables dependiendo de las longitudes de
onda que se absorben y se transmiten dentro del denominado “espectro visible”. Dichas
transiciones se deben, a su vez, a los compuestos quimicos y a los movimientos electrénicos
dentro de los 4tomos. Asi mismo, cuando interacciona un colorante con una célula o un
tejido, ocurren reacciones que dependen de grupos quimicos funcionales denominados
croméforos y auxocromos.

Dependiendo de los compuestos quimicos que los constituyen, los colorantes pueden ser
dcidos, bdsicos o neutros y esta connotacién se debe a la parte activa del colorante y a la

reaccién que ocasiona sobre las células microbianas.

De otra parte, las tinciones en microbiologia pueden ser simples o diferenciales, dependiendo
si toda la muestra se tifie de uno o mds colorantes. En el primer caso se encuentra el ejemplo
de la coloracién con azul de lactofenol y en el segundo, la coloracién de Gram.

En el presente articulo se resenan las principales coloraciones utilizadas en microbiologia y

se explican los fundamentos fisicos uimicos de dichos procesos.
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Abstract

Theuseofdyesin theidentification processes in microbiology is based on the physicochemical
properties of these substances. In the field of physics, optics explains how all objects are
observable depending on the wavelengths that are absorbed and transmitted within the
so-called “visible spectrum”. These transitions are, in turn, due to chemical compounds
and the electronic movements within atoms. Likewise, when a dye interacts with a cell or
tissue, reactions occur that depend on functional chemical groups called chromophores and
auxochromes.

Depending on the chemical compounds that constitute them, the dyes can be acidic, basic
or neutral and this connotation is due to the active part of the dye and the reaction it causes
on the microbial cells.

On the other hand, stains in microbiology can be simple or differential, depending on
whether the entire sample is stained with one or more dyes. In the first case is the example

of the lactophenol blue staining and in the second, the Gram staining.

This article describes the main colorations used in microbiology and explains the physical
and chemical foundations of these processes.

Keywords: Dye, Visible Spectrum, Functional Groups, Microbiology.

Introduccion

Las coloraciones o tinciones en microbio-  identificacién presuntiva o definitiva de los

logia se constituyen en el primer paso del microorganismos.

proceso del andlisis en el laboratorio para

la identificacién presuntiva de agentes in- Desde hace mis de un Siglo’ la microscopfa

fecciosos. ha ayudado a resolver problemas de etiolo-

gia microbiana (1). Hay una gran variedad

En el andlisis microbiolégico, el microsco-  de tinciones que se han ido desarrollando

pio €S la principal herramienta que N utiliZa para la deteccién de lOS diferentes agen_

de forma rutinaria, por cuanto suministra  tes infecciosos como bacterias, pardsitos y

informacidn sobre la morfologia, asociacién
y afinidad por la o las coloraciones para la

hongos. La tincién de Gram se considera

bdsica en la valoracién inicial de muestras
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para andlisis bacteriolégico, mientras que
tinciones como las de Wright son utiliza-
das para el diagnéstico de enfermedades re-
lacionadas con parasitos (2). Existen otras
técnicas tintoriales especificas de gran uti-
lidad, como la tincién de Ziehl-Neelsen,
que se utiliza para el diagndstico de baci-
los dcido alcohol resistentes, o la tincidén de
azul de lactofenol, que conserva y tifie los
componentes estructurales de los hongos.
En general, las diferentes tinciones que se
utilizan en el laboratorio de microbiologia,
son técnicas sencillas, rdpidas y que aportan
informacién fundamental para el diagnés-
tico y procedimiento terapéutico oportuno
de multiples patologias de origen infeccioso

(3).

Los colorantes son sustancias que tienen la
capacidad de teqir células, estructuras o te-
jidos; y de acuerdo con su origen, permiten
hacer visibles los objetos microscépicos y
transparentes, conocer su forma y tamano,
asi como sus estructuras internas y exter-
nas. Los colorantes hacen parte de reaccio-
nes quimicas especificas y de acuerdo con
su origen, se pueden clasificar en naturales,
aquellos que son extraidos de plantas o ani-
males, y artificiales, los que se extraen de
minerales y son procesados en el laborato-
rio. En cuanto a su estructura quimica los
colorantes estdn constituidos por un grupo
funcional croméforo y un auxécromo (4).

En un colorante, el croméforo es un grupo
funcional que cuenta con una alta densidad
electrénica y por lo tanto se pueden clasifi-

car de la siguiente manera:

Principios fisicoquimicos de los colorantes

* Dobles y triples enlaces carbono-carbono

* Anillos aromdticos

* Grupos carbonilos, imino, diazo y nitro

» Estructuras que presenten enlaces entre el
carbono y dtomos con pares de electrones

libres.

Por su parte, los auxocromos, son sustitu-
yentes del croméforo y alteran los valores
de las longitudes de onda en las que se pre-
sentan las absorciones de la luz. General-
mente, los auxocromos son grupos mucho
mds sencillos que los croméforos, como es
el caso de grupos metilo (-CH3), halégenos
(-X), hidroxilos (-OH), y amino (-NH2).

Dependiendo de la sustitucién en el cro-
moéforo y el sustituyente o auxocromo, los
efectos que se logran en la molécula del co-
lorante se han clasificado de acuerdo al des-
plazamiento de la banda de absorcién en el

espectro.

Si el auxocromo causa una absorcién del
croméforo hacia longitudes de onda mayo-
res se denomina batocrémico.

Si el auxocromo causa una absorciéon del
croméforo hacia longitudes de onda meno-

res se denomina hipsocrémico (5).

Fundamento fisicoquimico de las
coloraciones

De acuerdo con lo anterior, un colorante es
un compuesto orgdnico que al aplicarlo a

un sustrato (orgdnico o inorgdnico) le altera
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la propiedad fisica del color atendiendo a la
modificacién en las zonas de absorcién del

espectro visible.
* Color y colorantes

De acuerdo con Flores y cols.: “...1a bus-
queda de la esencia del color se pierde en la
antigiiedad...” (6). La anterior afirmacién
se centra en que a través de los tiempos, des-
de fisicos hasta sic6logos, pasando por qui-
micos y artistas, han definido el color desde
sus propios intereses y lo han ligado a su
campo de desempeno. Todos hemos tratado
de brindar una definicién a un fenémeno
fisico/quimico tan etéreo, pero a la vez tan
perceptible que se conoce como “color” y
que nos permite aproximarnos y hacer visi-

ble aquello que no nos es conocido.

En términos fisicoquimicos se puede defi-
nir el color a partir de las transiciones elec-

trénicas que ocurren al interior de los dto-
mos y que permiten simultdneamente dos
fenémenos (la absorcién y la emisién) de
radiacion en el espectro denominado visible
(400nm a 700nm) que es perceptible por el
ojo humano (6).

Asi, las transiciones electrénicas de los 4to-
mos que constituyen una sustancia, per-
mitirdn la observacién (color) de las ondas
que no son absorbidas de toda la gama del
espectro visible de energia por parte de los

electrones.

La anterior definicién para el color estd aso-
ciada a una “sustancia” que absorbe y emite
energia en el intervalo del espectro visible
(400nm a 700 nm) y los colores correspon-
den al Gnico rango que no se absorbe y que

es visible al ojo (4).

Tabla 1. Rangos de longitudes de onda para los diferentes colores.

~470-500 ~700-620 Rojo
~430-470 ~620-592 Naranja
~400-430 ~592-578 Amarillo
~610-700 ~578-500 Verde
~590-610 ~500-450 Azul
~570-590 ~450-400 Violeta
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Si las transiciones electrénicas ocurren en
intervalos por debajo de 400nm correspon-
den a absorciones que se “observan” en el
espectro infrarrojo, y no serdn detectadas
por el ojo como colores; asi mismo, si las
transiciones ocurren por encima de 700nm
corresponden a absorciones que se “obser-
van” en el espectro ultravioleta y tampoco
serdn detectadas por el ojo como colores.

La 6ptica ha permitido establecer que los
objetos son visibles dependiendo de la luz
que sobre ellos incida y de acuerdo a lo an-
terior el color que tome dicho objeto de-
pende de la radiacién que el mismo emita

(7).

En este sentido, si el objeto es verde toda
la luz que incide sobre él se descompone y
transmite al ojo solo la longitud correspon-
diente al rango entre 500 y 578 nm, el resto
lo absorbe gracias a las transiciones electré-
nicas que ocurren en los niveles de energia
de los dtomos que lo componen.

Como se menciond anteriormente, los res-
ponsables de los colores en los compuestos
son los croméforos y sus colores se inten-
sifican o modifican por la presencia de los

auxocromaos.

La alta densidad electrénica presente en al-
gunos grupos funcionales explica por qué
son considerados cromdéforos por excelencia

(5).

Figura 1. Grupo Azo.

N=—N

Grupo Azo

Principios fisicoquimicos de los colorantes

En el grupo AZO, cada dtomo de nitrégeno
posee 5 electrones de valencia de los cuales
comparte 2 con el otro dtomo de nitrégeno
y uno queda disponible para enlazarse bien
sea con un radical aromdtico o alifdtico. Esto
quiere decir que el grupo funcional cuenta
con alta densidad electrénica aportada por
pares de electrones libres que no intervie-
nen en los enlaces; y ademds, existen elec-
trones en orbitales “p” que constituyen en-
laces “pi” entre los dos dtomos. Lo anterior
facilita la movilidad de los electrones y las
absorciones de energia que, como ya se esta-
blecié ocasionan el color (8). La presencia
o no de este grupo ha permitido clasificar
los colorantes en azoicos y no azoicos.

Figura 2. Grupo Nitro y grupo nitroso.

/O

Grupo Nitro

o)

Grupo Nitroso

— N=0

De otro lado, en los grupos NITRO y NI-
TROSO, la configuracién electrénica del
nitrégeno en los grupos es: 1s?2s?2p° , y la
configuracién del oxigeno en éstos mismos

grupos es: 1s?2s?2p*.

En las asociaciones moleculares, entre el
dtomo de nitrégeno y el de oxigeno se con-
jugan altas densidades electrénicas de estos
elementos electronegativos. Con el fin de
alcanzar la estabilidad quimica, puede ocu-
rrir que se presenten enlaces con uno o dos
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dtomos de oxigeno en los que intervienen

«._»

electrones procedentes de orbitales “p”.
Una situacién similar ocurre en los grupos
funcionales “TIO” en los que se presentan
enlaces covalentes entre el dtomo de azufre y
el de carbono e igualmente la densidad elec-
trénica es muy alta alrededor de los nicleos
de los dtomos mencionados, presentando
cada uno de los dtomos las siguientes distri-
buciones electrénicas: carbono: 1s*2s2p?y
azufre: 1s* 2s? 2p° 3s® 3p*.

Figura 3. Grupo Tio.

Grupo Tio

>C=S

Un factor que aumenta la concentracién
de electrones en estos croméforos estd rela-
cionado con que usualmente se encuentran
asociados a anillos aromdticos que aportan
electrones a las nubes electrénicas; y por
ende, a las transiciones en los niveles atémi-
cos, ocasionando alteraciones en el espectro
visible, que como ya se anotd, originan el
fenémeno del color.

Por su parte, las estructuras de los auxocro-
mos corresponden a grupos menos comple-
jos y con menores densidades electrénicas.

Tal es el caso de los grupos hidroxilo (-OH);
metoxi (-OCH,); amino (-NH,) y los halé-
genos (Cl, I, Br).

En general, cuanto mayor sea el numero de

dobles ligaduras conjugadas en un grupo

funcional, mejor se comportard como cro-
méforo debido a que las transiciones elec-
trénicas se facilitan en atencién a la diferen-
cia entre los niveles de energia. Asi mismo,
entre mayor numero de enlaces conjugados
haya en la molécula mayor es el rango de
longitud de onda absorbida y mayor tam-
bién la intensidad del color (9).

Siguiendo lo planteado por Magdalena “...
un colorante es un tinte extraido de plantas
o animales (de origen natural) o de minera-
les procesados en un laboratorio; mientras
que un pigmento es una sustancia natural
o artificial, que no es soluble en agua ni en
aceite, que se usa para colorear, opacar o
transparentar el color de un objeto” (10).

Teniendo en cuenta las estructuras quimi-
cas generales de los colorantes y la densidad
electrénica que en ellos se presenta, la pro-
piedad de tefir depende principalmente del
cardcter dcido o bdsico del grupo funcional
(croméforo) (11).

De acuerdo con lo anterior, la clasificacién
segun la acidez de los colorantes es de es-
pecial importancia en el trabajo con dichos
compuestos en el campo de la microbiolo-

’

gia.

Colorantes neutros: se obtienen a partir de
los precipitados provenientes de soluciones
acuosas en las que se encuentran disueltos
croméforos con caracteristicas dcidas y ba-
sicas (8, 10). El colorante se produce disol-
viendo el precipitado en alcohol, tal es el
caso de la Giemsa.
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En la tincién de Giemsa, se combinan el ca-
ricter basico de los colorantes azul de meti-
leno, Azure A y Azure B y el caricter 4cido
de la eosina, lo que ofrece un espectro am-
plio de colores dependiendo de los ajustes

de pH.

Colorantes bdsicos: 1a accién colorante estd
a cargo del catién, mientras que el anién no
tiene esa propiedad. Un ejemplo es el azul
de metileno (cloruro de metiltionina). El
grupo amino (bdsico) es el grupo funcional

activo en la molécula (12).

Figura 4. Cloruro de Metionina.

N .

c CH

Cloruro de metionina

Colorantes dcidos: la sustancia coloran-
te estd a cargo del anién, mientras que el
catién no tiene esa propiedad. Un ejemplo
es la Eosina o Eosinato de sodio. El grupo
carboxilo (4cido) es el grupo funcional acti-
vo en la molécula (12).

Figura 5. Eosinato.

Eosinato

Principios fisicoquimicos de los colorantes

Al momento de la coloracién, ocurre una
combinacién de procesos fisicos y reaccio-
nes quimicas: la solubilidad y las interac-
ciones moleculares son claves para explicar
el fenémeno de tincién (12).

* Procesos Fisicos

Al contacto con el colorante ocurre un fe-
némeno de absorcién, similar al que tiene
lugar en las materias porosas, dicho com-
puesto penetra al interior del sustrato apro-
vechando los espacios intersticiales y la
cohesién molecular, sin que ocurra enlace
quimico. Es un proceso que se explica simi-
lar a la solubilidad de una sustancia en otra

(11).
* Reaccion Quimica

Las células microbianas contienen compues-
tos entre los cuales se encuentran los dcidos
nucleicos. Debido a la presencia de los gru-
pos fosfato en dichos dcidos, se concentran
en las moléculas cargas negativas, las cuales
facilitan combinaciones con los colorantes
de tipo bdsico catidnicos (13, 14).

De otra parte, los colorantes dcidos, anié-
nicos, no tifien la célula y por esto, se em-
plean como colorantes de contraste, como,
por ejemplo: el azul de metileno o la eosina
que no colorean al microorganismo, pero si
el fondo del campo microscépico (14).

Las coloraciones pueden ser simples cuan-
do toda la muestra se tine del mismo color

y se utiliza un sélo colorante: es el caso de
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azul de metileno de Loeffler o tinta chi-
na. De otra parte, la coloracién diferencial
ocurre cuando se visualiza mds de un color
porque se utiliza un colorante primario y
otro de contraste. En algunos casos tam-
bién se emplean mordientes y sustancias
decolorantes, como en la coloracién de
Gram o Ziehl-Neelsen; o en coloraciones
cuando se utilizan anticuerpos marcados
con una molécula fluorescente para iden-
tificar estructuras celulares especificas, de-
nominadas coloraciones inmunocitoqui-
micas (12, 15).

Algunas preparaciones bioldégicas requie-
ren antes de su proceso de coloracién, la
fijaciéon de las muestras, con el propdsito
de preservar la geometria estructural y qui-
mica de las células que se desean visualizar,
y esta fijacién se puede realizar por méto-
dos fisicos o quimicos.

Entre los procesos de fijacién fisicos se
encuentran la desecacién, calor seco, ca-
lor himedo, ultrasonido y microondas; y
en los de fijacién quimicos se encuentran
procesos de oxidacién en los que se utili-
zan compuestos que tienen la propiedad de
comportarse como oxidantes, tales como
el éxido crémico (Cr,O,), dcido acético
(CH,COOH), écido picrico (C.H,OH(-
NO,),, acetona (CH,COCH,), dicromato
de potasio (K2Cr207) y reductores como
aldehidos y alcoholes entre los que se en-
cuentran: el formaldehido (CH,O), glu-
taraldehido  (OHC(CH,),CHO), etanol
(C,H,OH), metanol (CH,OH) y paralde-
hido (C,H ,0,) (15).

El método de fijacién mds utilizado en mi-
crobiologfa es el fisico, por medio del calor
seco, que consiste en exponer directamente
la l1dmina con la preparacién a la llama del
mechero. Este procedimiento detiene los
procesos vitales de los microorganismos
sin alterar sus estructuras. Parece sencillo,
pero hay que tener en cuenta que la so-
breexposicién al calor, o la exposicién en
una zona incorrecta de la llama (zona fria,
zona caliente y zona de fusién) incide en el
efecto deseado; asi, es muy comidn provo-
car alteraciones morfoldgicas y destruccién
celular. El tiempo de preservacién del ex-
tendido por este método es corto. De otro
lado, los métodos quimicos ofrecen mejo-
res resultados para la fijacién, ya que son
liquidos-solventes con potencial alto de
difusién intracelular y detienen procesos
enzimdticos que provocan autolisis. Estos
fijadores tienen la capacidad de interactuar
con biomoléculas como proteinas, glico-
proteinas, péptidoglicanos, lipidos, glico-
lipidos, lipoproteinas, pigmentos, dcidos
pécticos y nucleicos; ademds preservan la
arquitectura de la pared celular y evitan la
sobrecoloracién (15).

Dentro del proceso diagnéstico microbio-
légico que incluye coloraciones, se debe
incluir el control de calidad, mediante
la realizacién de la tincién de un agente
infeccioso ya identificado, el cual serd el
control positivo.



Examen microscopico de muestras
clinicas sin tincion

Es el montaje directo hiimedo o examen en
fresco, en el cual las muestras se extienden
directamente sobre la superficie de un por-
taobjetos para su observacién. El material
que es demasiado espeso para permitir la

diferenciacién de sus elementos puede di-
luirse con igual volumen de solucién salina
y a continuacién se deposita un cubreobje-
tos sobre la superficie del material.

Fotografia 1. Nemdtodo en solucién salina. /L. Corrales.

Este tipo de preparacién se emplea para de-
tectar trofozoitos méviles de pardsitos intes-
tinales como Giardia, Entamoeba, huevos y
quistes de otros pardsitos, larvas y gusanos
adultos, Trichomonas, hifas de hongos o va-
ginosis causada por Gardnerella vaginalis

(16).
Examen microscopico de las
muestras clinicas con tinciones

Como se menciond anteriormente, los colo-
rantes pueden ser bdsicos o dcidos, depen-

diendo de si la carga es positiva o negativa;
entre los primeros se encuentran el azul de
metileno, cristal violeta y safranina, mien-
tras que en el segundo grupo se encuentra
ademds de la eosina, la nigrosina.

Por su parte, los colorantes liposolubles se
mezclan con los lipidos celulares y los ti-
fien, este es el caso del Negro Suddn (17).

Los dcidos y las bases libres son, en general,
poco solubles, por lo que en microbiologia
se utilizan casi exclusivamente las sales de
los dcidos y de las bases colorantes. Los lla-
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mados colorantes bdsicos contienen un ca-
tién coloreado unido a un anién incoloro
y los 4cidos constan de un catién incoloro
unido a un anidén coloreado.

Los bésicos son los mds usados en bacterio-
logia, debido a que las bacterias, ricas en
dcidos nucleicos, portan cargas negativas en
forma de grupos fosfato, los que se com-
binan con los colorantes cargados positi-
vamente. Dentro de éstos los mds emplea-
dos son: tionina, azul de toluidina, azul de
metileno, fucsina, cristal violeta, violeta de
genciana, verde metilo, safranina y verde de
malaquita; y entre los dcidos se encuentran
naranja G, 4cido picrico, fucsina 4cida y eo-

sina.

Los colorantes 4cidos se utilizan en técni-
cas especiales, coloraciones negativas o para
tefiir algunas estructuras bacterianas, fun-

damentalmente citoplasmdticas. Existe un
grupo de sustancias, cuya base y dcido tie-
nen cardcter colorante, y son denominadas
colorantes neutros. Entre ellos se encuen-
tran los eosinatos como el de azul de meti-
leno, azul de toluidina y violeta de metilo

(18).

Tincion simple

En estas se utiliza un solo colorante, por lo
que todas las estructuras celulares se tifien
con la misma tonalidad (tinta china, azul
metileno de Loeffler, azul de lactofenol). Se
basa en el hecho de que las células tienen
una composicién quimica diferente a la de
su entorno, de modo que ambos se compor-

tan de forma diferente frente al colorante
(19, 20, 21).

Fotografia 2. Estructura micética coloreada con azul de
lactofenol. /L. Corrales.




Tincion diferencial o compuesta

En estas se utilizan varios colorantes com-
binados, las estructuras celulares se diferen-
cian en funcién de los colorantes que fijan.
Se basan en el hecho de que distintos tipos
de células tienen distinta composicién qui-
mica; y por lo tanto, reaccionan de forma
diferente frente a una tincién, lo que per-
mite clasificar los microorganismos en dife-
rentes grupos. Los ejemplos cldsicos serian
la tincién de Gram o la de Ziehl-Neelsen

(19, 20).

Tincion selectiva

Se basan en el hecho de que existen estructu-
ras celulares con una composicién quimica
determinada afin por uno de los colorantes
que se aplican en la tincién, de modo que se
tinen selectivamente como las esporas, los

flagelos y los grdnulos metacromdticos, en-
tre otros (19, 20).

Coloraciones mas frecuentes en
microbiologia

Coloracion de Echyo Riv

Es una técnica de coloracién simple que
permite observar la morfologia bacteriana,
sea esta respectivamente de cocos, bacilos,
espirilos o espiroquetas. Todas las estructu-
ras se tifien de la misma tonalidad. Para esta
coloracién se usa la fucsina y el bicarbona-
to de sodio (NaHCO3). Es una coloracién
simple, por lo que las células se tenirdn de
un mismo color.

La bacteria tiene una carga negativa confe-
rida por el citoplasma y los dcidos nuclei-
cos, mientras que la fucsina tiene una carga
bdsica (catidnica); por lo tanto, por atrac-
cién electrostdtica se atraen; y el bicarbona-
to ayuda en la estabilizacién de cargas (20,
22).

Fotografia 3. Espiroquetas coloreadas por la técnica de Echio Riv./ L.Corrales.
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Tincion de Gram

En bacteriologia la tincién de Gram es una
herramienta fundamental para diferenciar
distintos tipos de bacterias segtin su colo-
racién, morfologia y asociacién (23). En
1884, el Doctor Chistian Gram desarroll$
esta técnica y de acuerdo a los componentes

estructurales que presentan las bacterias se
pueden clasificar en Gram positivas y Gram
negativas, de acuerdo con la composicién
de su pared (24). La pared bacteriana, co-
rresponde a la estructura que da forma a la
célula y la protege de lisis osmdtica, accién
de sustancias tdxicas y es el lugar sobre el
cual acttian varios antibidticos (25, 26).

Figura 6. Estructura de la pared bacteriana de Gram positivas y Gram negativas / L. C. Corrales.,
A. P. Gonzilez.
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Pared de las bacterias Gram negativas

Los principios de la tincién de Gram estdn
basados en las caracteristicas de la pared
celular de las bacterias, la cual le confiere
propiedades determinantes a cada microor-
ganismo. La pared celular de las bacterias
Gram negativas estd constituida por una
capa fina de péptidoglicano y una membra-
na celular externa, mientras que las bacte-
rias Gram positivas poseen una pared celu-
lar gruesa constituida por péptidoglicano,
pero no cuentan con membrana celular ex-
terna. Asi pues, la composicién quimica y
el contenido de péptidoglicano en la pared
celular de las bacterias Gram negativas y

Gram positivas explica y determina las ca-
racteristicas tintoriales (16, 26).

Esta tincién se basa en colocar como colo-
rante primario cristal violeta, el cual tiene
afinidad por el péptidoglicano de la pared
bacteriana. Posteriormente, se coloca lugol,
el cual sirve como mordiente e impide la
salida del cristal violeta por la formacién
de un complejo cristal violeta-yodo que sa-
tura los espacios del péptidoglicano de la
pared bacteriana. Posteriormente, se apli-
ca una mezcla de alcohol-acetona, la cual

deshidrata la pared bacteriana y cierra los
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poros de la misma. También destruye la
membrana externa de las bacterias Gram
negativas, debido a que esta es soluble a la
accién de solventes orgdnicos, como la mez-
cla de alcohol-acetona. Las bacterias Gram
positivas, al contener una gran cantidad de
péptidoglicano, retienen con mayor fuerza
este complejo, mientras que las Gram nega-
tivas no lo pueden retener por poseer menos
cantidad de péptidoglicano. Por ultimo, se
coloca fucsina, la cual actiia como coloran-

Principios fisicoquimicos de los colorantes

te secundario o de contratincién y tifie las
bacterias que no logran retener el complejo
cristal violeta-yodo.

Hay bacterias de un mismo género que pue-
den observarse en la misma muestra como
Gram positivas y como Gram negativas, a
esto se le denomina tincién Gram variable,
secundaria a alteracién en nutrientes, es-
tructuras, temperatura, pH o concentracién
de electrolitos en la célula.

Fotografia 4. Tincién de Gram de muestra de secrecién vaginal. Se observan células gufa en
vaginosis bacteriana, con flora bacteriana Gram variable. / L. Corrales.

No todas las bacterias se tifien por esta téc-
nica, pues hay algunas que carecen de pared
celular, como mycoplasmas (27) o su pared
celular tiene una composicién quimica dife-
rente como las micobacterias, que cuentan
con una gran cantidad de dcidos micélicos
y requieren otro tipo de coloraciones espe-
cificas (22, 28).

Figura 7. Estructura molecular de cristal violeta.
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El cristal violeta corresponde al nombre co-
mun asignado a un tipo de colorantes en
los que se encuentra una mezcla de N-te-
tra, N-penta y N-hexametil p-rosanilinas.
Especificamente, el reactivo usado para la
prueba de Gram corresponde al derivado
que tiene 6 sustituciones metilicas. Precisa-
mente, debido a la alta sustitucién de gru-
pos metilo, éste compuesto es el que brinda
una tonalidad violeta mds oscura y se cono-
ce como violeta 10B. Los grupos metilo son
los que se constituyen en los auxocromos
responsables, en buena parte, de la forma-
cién del enlace complejo que da origen a la
tincién (8, 9).

Reactivo de Lugol

Lo primero que hay que aclarar con respecto
al reactivo de Lugol es que no corresponde a
una sustancia pura; es decir, no es un com-
puesto con una formula quimica especifica,
sino que su accién se debe precisamente a la

mezcla en forma homogénea y en solucién
acuosa de Yoduro de Potasio (KI) y Yodo
(12).

Asi la solucién de lugol estd compuesta por
una mezcla saturada de Yodo, que deja dis-
ponible a este elemento para que reaccione

en forma de iones.
KI + Iz P /;0zcla saturada de yodo soluble en agua

El reactivo denominado ‘Lugol’, fue utiliza-
do por primera vez por el Dr. Jean Guillau-
me Auguste Lugol (1786-1851) (29), quien
utilizé esta solucién para tratar la escréfula

(conocida cominmente como la enferme-
dad de las paperas). El proceso infeccioso es
causado por el Mycobacterium tuberculosis.
El doctor en mencidn realizé publicaciones
en las que resaltaba el tratamiento para di-
cha enfermedad utilizando una solucién en
la que se mezclaban Yodo (I) con Yoduro de
Potasio (KI). Posteriormente, y con base en
estas investigaciones, se implementé el uso
del elemento yodo en el tratamiento de la

enfermedad del bocio (30).
Alcohol-Acetona

Estos dos compuestos actiian en forma de
solucién y dan origen a un reactivo que,
al igual que el lugol, no corresponde a una
sustancia pura. La solucién alcohol-aceto-
na, tiene propiedades deshidratantes que
permiten en primera instancia la captura
de las moléculas de agua de la membrana,
debido a interacciones moleculares que se
explican por la formacién de dipolos entre
las moléculas. De esta manera, se entien-
de el efecto decolorante en las paredes de
las bacterias gramnegativas, teniendo en
cuenta que el alcohol-acetona desorganiza
dichas membranas constituidas principal-
mente por lipoproteinas y lipopolisacdridos
lo que permite la salida del colorante pri-

mario (cristal violeta).

Figura 8. Mezcla de propanona y etanol.
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Figura 9. Estructura Molecular de la Fuscina Bisica.
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La fuscina bdsica, como colorante de con-
traste, corresponde al reactivo denominado
Violeta Acido 19, que a su vez es identifica-
do por la férmula quimica condensada de:

C20N3H17O983Na2. La funcién especifica de

contraste se explica por la presencia tanto
de los anillos como del grupo NH, y su fun-
cién es hacer visibles a las bacterias Gram
negativas debido a la formacién de un com-
plejo coloreado “rojo” (31).

La pared celular de las bacterias Gram posi-
tivas logra la retencién del primer coloran-
te, debido al espesor aproximado de 80nm
del entramado de varias capas de péptido-
glicano, por lo cual, no toma la fuscina.

Fotografia 5. Tincién de Gram de una muestra directa de secrecién uretral, se observan los
Polimorfonucleares Neutréfilos y diplococos Gram negativos intracelulares. /L. Corrales.




El reporte se realiza de acuerdo a la morfologia, asociacién y color observado.

Fotografia 6. Flora mixta al Gram / L. Corrales.

Fotografia 7. Diplococos Gram negativos/L. Corrales.

Fotografia 8. Bacilos Gram positivos/L. Corrales.

Para el reporte del informe, es importante,
tener en cuenta:

Forma: cocos (esféricos), bacilos (basto-
nes, cilindros), cocobacilos (bastones cor-
tos, ovoidales), vibrios (bacilo en forma de

coma), espirilos (bacilos en forma de tira-
buzén).

Agrupamiento: aislado (individual), diplos,
parejas, tetradas, cadenas, racimos, empali-
zadas.



Tincion negativa o Burry

Este tipo de tincién fue disefiada para mi-
croscopia de luz con el fin de rodear y de-
linear las bacterias no tenidas. Este método
es muy util, de bajo costo y valioso por la
informacién que provee sobre las bacterias
que pueden presentar cdpsula, ya que pro-
porciona un resultado presuntivo (32). La
cdpsula estd compuesta por una capa adicio-
nal de polisacdridos, los cuales se encuen-

tran fuertemente unidos a la pared celular y
ofrecen permeabilidad a la misma (33, 34).

El fundamento es simple: se tine el exterior,
pero no el interior de células; es decir, no se
colorean sus estructuras. Adicionalmente,
sélo requiere tinta china como colorante:
las particulas de carbono de la tinta no lo-
gran penetrar la cdpsula, la cual se ve clara
sobre el fondo oscuro que provee la tinta
china.

Fotografia 9. Bacterias capsuladas con tincién de tinta china / L. Corrales.

La tinta china da lugar a una suspensién co-
loidal de carbén, denominada “nigrosina”,
que corresponde a un colorante dcido. Di-
chas particulas de carbono no irrumpen en
el interior de las bacterias, pero si colorean
el entorno debido a una atraccién intermo-
lecular del tipo fuerzas de London (35).

El tamafno de las particulas del colorante,
por tener caracteristicas coloidales, inci-
de en el proceso de tincién del medio ya

que dicho proceso no seria posible con una
solucién liquido-sélido convencional, por

efectos de la miscibilidad (36).

Coloracion de azul de metileno de
Loeffler

El azul de metileno se reconoce como un
colorante sencillo que puede ser utilizado
para fines diversos, tales como la determi-
nacién de la morfologia bacteriana.
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Figura 10. Estructura Molecular del azul de metileno.

N

=~

H3C\N S r:l,CH_:,

CHs Cl CHs

El nitrégeno cargado positivamente (ca-
tidén) se constituye en el centro activo de la
molécula; y por tanto, desde alli se explican
las tinciones electrofilicas a partir de este
compuesto, y la atraccién hacia aniones ta-
les como los grupos fosfato (PO,)~ (31).

En este sentido, es el colorante preferido
para la identificacién presuntiva de Cory-
nebacterium diphtheriae, aunque también
se utiliza para la identificacién de espiri-
los y bacilos ldcticos. Este microorganismo
presenta dilataciones regulares caracteristi-
cas de uno de sus polos, lo cual le da una
apariencia de maso. Dichas inclusiones co-
rresponden a granulos que contienen 4cido
polifosférico, el cual es un polimero inor-
ganico del dcido fosférico (HO(PO,OH)
nH). La asociacién en dichos grénulos da
lugar a un efecto metacromdtico que a su
vez produce una tincién mds intensa con
los colorantes de anilina, como es el caso
del azul de metileno alcalino de Loeffler.
Para el resto del bacilo, la tincién es menos
marcada con un azul m4s claro, obteniendo
como resultado de la tincién, una aparien-
cia de rosario al tenirse.

La parte interna de los cimulos estd cons-
tituida por un nicleo formado por molécu-
las apolares de lipidos y proteinas; mientras

que, en la periferia, como se anoté anterior-
mente, se encuentran los polimeros de po-
lifosfato, dando lugar a un mecanismo os-
moéticamente inerte de almacenamiento de
grupos fosfato.

El azul de metileno también se utiliza como
un complemento de la tincién de Gram,
especialmente para la tincién de bacterias
Gram-negativas, tales como Haemophilus
influenzae y especies de Neisseria. El co-
lorante puede revelar la morfologia de las
bacterias fusiformes y espiroquetas (de in-
fecciones orales, tales como la angina de
Vincent) que apenas puede distinguirse con
la tincién de Gram (36). El colorante tam-
bién se utiliza para detectar la presencia de
leucocitos en heces, que puede delatar la
presencia de una enteropatia invasiva.

Fotografia 10. Bacilos con grinulos metacromdticos tenidos
con azul de metileno de LoefHer/L. Corrales.




Coloracion de Van Stoltemberg

También es una coloracién especifica para
granulos metacromdticos y tal como se es-
tableci6 anteriormente, estos granulos estdn
formados por polifosfato y polimeros linea-
les del ortofosfato, los cuales representan
una asociacién molecular osméticamente
inerte de almacenamiento de fosfato, debi-
do a que la parte central de los grdnulos estd
constituida por un ntcleo de macromolécu-

las de lipidos y proteinas (37).

Las inclusiones son cuerpos inertes en las
células. Muchas de ellas son materiales ali-
menticios de reserva, dado que se acumu-
lan durante tiempo de aporte nutricional y

disminuye la duracién de la inanicién. El
cardcter de las inclusiones varia con el orga-
nismo. En muchas especies bacterianas y en
hongos, algas y protozoarios aparecen gré-
nulos de volutina, llamados grinulos meta-
cromdticos. Se les colorea intensamente con
colorantes bdsicos debido a la alta concen-
tracién de dcido fosférico polimerizado, co-
nocido como polifosfato. El colorante Van
Stoltemberg estd compuesto por fucsina y
verde de malaquita (colorantes catidnicos
bdsicos). Su fundamento radica en que la
fucsina es tomada por el polifosfato y de
esta forma se observan los granulos de co-
lor rojizo y el verde de malaquita es tomado

por el cuerpo del bacilo, viéndose de color
verde (22, 38).

Fotografia 11. Bacterias con granulos metacromdticos tenidas con Van Stoltemberg/ L.
Corrales.
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Coloracion de Shaeffer Foulton

Las son estructuras bacterianas
constituidas por proteinas, calcio y 4cido

dipicolinico (C, H,O,N).

esporas

Figura 11. Estructura Molecular Acido Dipicolinico.
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Este compuesto engloba el ADN y causa re-
sistencia a factores ambientales o condicio-
nes adversas, tales como altas temperaturas,
baja humedad, radiaciones y agentes qui-
micos. Segun su localizacidn, se distinguen
tres tipos de esporas: centrales, subtermina-
les y terminales, que presentan en particular
los géneros Bacillus'y Clostridium.

El proceso de esporulacién conlleva una se-
rie de eventos codificados desde el genoma
bacteriano e incluye los siguientes pasos: 1.
El cese en la provisién de los nutrientes, lo
cual implica que el crecimiento bacteriano
se detenga. 2. La formacién de un filamento
axial de material genético. 3. El plegamien-
to de la membrana celular para englobar el
ADN vy producir el septo. 4. El crecimien-
to de la membrana continua, formando la
membrana externa o exina. Ubicada por
fuera del cértex también se encuentra una
segunda membrana denominada interna o
intina. 5. Produccidén del cértex en la espo-
ra, situado entre las dos membranas (exina

e intina), donde se acumula el calcio vy el

dcido dipicolinico, 6. Formacién de la cu-
bierta de proteinas. 7. Formacién del exos-
porio que corresponde a la ultima capa. Y
8. Liberacién de la espora (34). Entre las
transformaciones quimicas y fisicas que
acompanan a los cambios morfoldgicos se
encuentran: 1. Concentracién del material
proteico en la zona de formacién de la es-
pora. 2. En razén de la concentracién del
material, aumenta el indice de refraccién
de la zona. 3. Utilizacién del material de
reserva (dcido poli-beta-hidroxibutirico, en
anaerobios y polisacdridos en aerobios) para
procesos de degradacién y sintesis. 4. Sin-
tesis de dcido dipicolinico, especifico de las
esporas y que no se encuentra en las células
vegetativas. Este 4cido se combina en forma
de quelato con iones Ca++; se localiza en el
protoplasto de las esporas termorresistentes
y 5. Liberacién por autolisis de las células
maternas (39).

Las esporas son altamente impermeables a
los colorantes, de manera que con las téc-
nicas de coloracién comunes como la de
Gram, se observan como regiones sin tefir
dentro de las células coloreadas y por esto
se deben utilizar métodos especiales y selec-
tivos de coloracién. Una vez coloreada, la
espora resiste fuertemente la decoloracién y

el contraste.

La tincién selectiva de Shaeffer Foulton (40)
para esporas se fundamenta en que el verde
de malaquita es un colorante débilmente
bdsico (tiene una carga positiva débil) y, por
tanto, se une débilmente a la bacteria de tal

forma que penetra en las células vegetati-
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vas y cuando se calienta la preparacién por
cierto tiempo también penetra las esporas,
ya que el calor modifica la permeabilidad
de estas y permite la entrada del colorante
a través de sus capas externas. Es utilizado
como colorante primario y durante el lava-
do con agua, el verde malaquita se elimina
de las células vegetativas, pero no de la es-
pora. Aqui es donde entra el colorante de
contraste fucsina de Shaeffer Foulton, que
solo puede tenir a las células vegetativas de-
coloradas por accién del agua (41).

Figura 12. Estructura molecular verde de malaquita.

Principios fisicoquimicos de los colorantes

El verde de malaquita en su forma incolora
ingresa al citoplasma de la célula debido a
su polaridad y por atracciones de tipo ca-
tiénico propiciadas por el calor, reacciona y
colorea el interior de las células vegetativas
y las esporas. Al lavarlo con agua se aumen-
ta la polaridad (42, 43) y el colorante se di-
suelve y sale del interior de la célula, pero
no de la espora debido a la presencia de los
cimulos de quelatos que se forman entre
el dcido dipicolinico y el calcio. La accién
de la fuscina se verifica con la coloracién
exclusiva de las células vegetativas.

Fotografia 12. Células bacterianas con espora tefiidas con Shaeffer Foulton

/ L. C. Corrales.
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En la Fotografia 12, se observan bacterias
de forma bacilar con presencia de esporas,
la célula vegetativa se tifie de rojo y la espo-
ra de verde.

Coloracion de Ziehl Neelsen (BAAR)

Es una tincién diferencial utilizada para la
identificacién de bacterias que cuentan con
la propiedad fisicoquimica de ser 4cidos al-
coholes resistentes (BAAR); y por lo tanto,
no son reactivas con la fuscina bdsica. Un
ejemplo lo constituye el género Mycobacte-

rium.

La pared de estas bacterias estd constituida
por péptidoglicano unido mediante enlaces
covalentes a un polimero de dcidos micé-
licos que a su vez se asocian a unidades de
aziicar como galactosa-arabinosa. A este
tipo de macromoléculas se les ha asignado
el nombre general de “arabinogalactano”, el
cual debido al tamano y al efecto estérico le

confiere cardcter hidrofébico a la bacteria.

Quimicamente, los arabinogalactanos co-
rresponden a glucoproteinas en las que la
proporcién del carbohidrato es muy supe-
rior con respecto a la parte proteica, lo cual

le otorga a este tipo de moléculas gran solu-

bilidad en agua (8, 44, 45).

A su vez, los 4cidos micélicos estdn consti-
tuidos por arabinosas distales, que forman
ésteres de dcidos grasos alfa ramificados

y beta hidroxilados de 60 a 90 dtomos de
carbono. Estos dcidos forman una envol-

tura hidréfoba que se une en la parte mis
externa a lipidos complejos, los cuales son
especificos de las micobacterias como mice-
rosatos de tiocerol, glucolipidos fendlicos,
lipooligosacdridos, sulfolipidos y demicola-
to de trehalosa (20, 46). Adicionalmente,
algunas micobacterias poseen sobre los lipi-
dos superficiales, glucanos, proteinas como
porinas y lipoarabinomananos, las cuales
le confieren mayor capacidad hidrofébica,
debido a la presencia del efecto estérico y
al alto peso molecular. Precisamente, esta
resistencia polar es la que explica la 4cido
alcohol resistencia, ya que resisten la deco-
loracién con dcidos fuertes después de ser
coloreadas con solucién de fucsina fenicada
sometida a calentamiento.

La coloracién cldsica de Ziehl-Neelsen se
basa en el calentamiento inicial que permi-
te aumentar tanto la energfa cinética de las
moléculas del colorante (fuscina de Ziehl
Nielsen), como alcanzar rompimiento de
las estructuras cristalinas de las ceras, fa-
voreciendo asi el ingreso del colorante a la
pared bacteriana y al interior de la célula.
Al suspender el calentamiento y enfriar con
agua, se provoca una nueva solidificacién
de los dcidos grasos (ceras) de modo que el
colorante queda atrapado dentro de dichas

estructuras cristalinas y ya no puede salir de

las bacterias (39, 45).

Al normalizarse la temperatura de la pre-
paracién, el compuesto lipidico impermea-
biliza la pared a la accién del decolorante
dcido, con lo cual el microorganismo se

mantiene tenido. Las bacterias que resisten



la decoloracién son de color rojo y las que
no, se ven de color azul con el colorante de
contraste azul de metileno de Ziehl Neel-
sen. Asi mismo, las células epiteliales y otras
células, que no disponen de 4cido micdlico

en su pared o membrana, son decoloradas,

después de tenidas por la fucsina, quedan-
do incoloras y posteriormente tifiéndose de

azul (47).

Figura 13. Pared de las micobacterias/ L.Corrales.
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la decoloracién son de color rojo y las que
no, se ven de color azul con el colorante de
contraste azul de metileno de Ziehl Neel-

sen. As{ mismo, las células epiteliales y otras

células, que no disponen de dcido micélico

Figura 14. Representacién de la coloracién de Ziehl Neelsen en bacterias 4cido alco-
hol resistentes (BAAR) y bacterias dcido alcohol sensibles (BAAS)/ L. Corrales.
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Tincion con fluorocromos

La fluorescencia y la fosforescencia corres-
ponden a fenémenos relacionados con la
excitacién de los dtomos de ciertos mate-
riales, la cual se evidencia en muchos casos
con la emisién de luz. La diferencia entre
los dos radica en que, en el primero, la emi-
sién cesa en el momento en que se suspenda
el estimulo, mientras que en el segundo, la
emisién puede continuar por largo tiempo
inclusive horas después y en la oscuridad

(48).

Algunos colorantes denominados “fluoro-
cromos” poseen propiedades fluorescentes,
las cuales se hacen evidentes especialmente
en el rango espectral correspondiente a la
luz ultavioleta.

Rodamina-auramina

Los dcidos micdlicos de las paredes celulares
de las micobacterias poseen afinidad por los
fluorocromos auramina y rodamina. Estos
colorantes se fijan a las bacterias, que apa-
recen de color amarillo o naranja brillante
contra un fondo verdoso. El permanganato
de potasio (KMnO,), empleado como con-
traste, evita la fluorescencia inespecifica.
Todos los microorganismos dcido-alcohol
resistentes, incluyendo los esporozoarios
pardsitos, se tifien con estos colorantes.

Un aspecto importante de la coloracién
rodamina-auramina es que luego los frotis
pueden ser retenidos con la coloracién de
Ziehl-Neelsen o Kinyoun directamente so-

bre la tincién con el fluorocromo, si se eli-
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mina antes el aceite de inmersién. De esta
forma, los resultados positivos pueden ser
confirmados con las coloraciones tradicio-

Principios fisicoquimicos de los colorantes

nales, que ademds permiten la diferencia-

cién morfolédgica (48).

Fotografia 14. Células bacterianas coloreadas con Auramina Rodamina.

Tomado de:
hetps://n9.cl/v1lu

En el estudio realizado por Zinserling y
cols. (49) se demuestra la mayor sensibili-
dad de las coloraciones con fluorocromos
frente a la de Ziehl Neelsen, concluyendo
que “...existe evidencia de la capacidad de
las micobacterias para tener polimorfismo
morfolégico y de la necesidad de aclarar la

patogénesis de la tuberculosis”.

Ademds del sistema 6ptico para la identi-
ficacién morfolégica de los microorganis-
mos, también se cuenta con métodos que
hacen uso de microscopios electrénicos, los
cuales, disponen de un flujo de electrones

que choca contra la muestra, creando una

imagen aumentada. En este sistema, se uti-
lizan lentes magnéticas para crear campos
que dirigen y enfocan el haz de electrones y
ocasionan un espacio vacio que impide que
las cargas negativas sean desviadas por las
moléculas del aire. Lo anterior puede causar
absorciones y emisiones electrénicas en re-
giones diferentes al espectro visible, lo que
implica que las técnicas de coloracién para
las muestras no sean necesarias (50-51);
mientras que, para las observaciones en el
microscopio dptico son requeridas, dado
que las transiciones electrénicas ocurren a
longitudes de onda dentro del espectro visi-

ble que se evidencia con los colores.
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Articulo corto

Caracteristicas bacterioldgicas, fisicas y pH del agua de
consumo humano del municipio de Une-Cundinamarca

Bacteriological and physical characteristics and pH of water for human
consumption in the municipality of Une-Cundinamarca

Sandra Ménica Estupifian-Torres ', Sara Lilia Avila de Navia 2, Diego Barrera Aguirre 3, Robinson Baquero Torres *,
Delith Allexandra Diaz Ibaiiez °, Anthony Hever Rodriguez Ramirez ¢

Resumen

Objetivo. Determinar caracteristicas bacteriolégicas, fisicas y pH del agua para consumo
humano que abastece al municipio de Une, Cundinamarca-Colombia. Métodos. Se tomaron
13 muestras de agua: 10 de la zona rural y 3 de la zona urbana. Del total de muestras
tomadas en la zona rural, 7 no tenfan ningtn tratamiento, mientras que 3 tenfan algun tipo
de tratamiento. Las 3 muestras tomadas en la cabecera municipal, todas tenfan tratamiento.
Se utiliz6 la técnica de filtracién por membrana para los andlisis bacterioldgicos, y los
métodos nefelométrico, turbidimétrico y potenciométrico, para los andlisis fisicos y el
pH. Resultados. Se obtuvo como resultado pH inferior a 6; 12 puntos superan el valor
mdximo de turbiedad y 5 puntos para la determinacién de color. Se observé la presencia
de Coliformes totales, E. coli y Enterococcus en las muestras analizadas, en cantidad que

sobrepasa lo establecido en la normativa colombiana.
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Abstract

Objetive. To determine bacteriological and physical characteristics and pH of water for
human consumption that supplies the municipality of Une, Cundinamarca-Colombia.
Methods. Thirteen water samples were taken: 10 from the rural area and 3 from the urban
area. Of the total number of samples taken in the rural area, 7 had no treatment art all,
while 3 had some type of treatment. The 3 samples taken in the municipal capital, all
had treatment. The membrane filtration technique was used for bacteriological analysis
and the nephelometric, turbidimetric and potentiometric methods for physical analysis
and pH. Results. The result was pH lower than 6; 12 points exceed the maximum value
turbidity and 5 points for the determination of color. The presence of total Coliforms, E.
coli and Enterococcus was observed in the analyzed samples, in an amount that surpasses the

established in the Colombian regulations.

Keywords: water quality, coliforms, Enterococcus, E. coli.

Introduccion

En el mundo existen 2100 millones de per-
sonas que no tienen disponibilidad de agua
potable y disponible en el hogar y 4500 mi-
llones, carecen de un saneamiento seguro
(1), las enfermedades diarreicas son la se-
gunda mayor causa de muerte de nifios me-
nores de cinco afos, y ocasionan la muerte
de 525 000 nifios cada ano (2). En Latinoa-
mérica, las EDA contintian siendo un pro-

blema de salud pdblica (3).

De acuerdo con la Organizacién Paname-
ricana de la Salud (OPS), el 85% de la po-
blacién no cuenta con un sistema de abaste-
cimiento de agua potable adecuado; por lo
tanto, un alto porcentaje de personas estd
en grave riesgo de sufrir enfermedades de
transmisién hidrica. Actualmente, cerca de
77 millones de personas no cuentan con ser-

vicio de agua potable; de éstas, el 7% per-
tenecen a la zona urbanay 39% a la zona
rural, alrededor del 11% obtiene su agua
por sistemas denominados de “fdcil acceso”,
los cuales son utilizados para satisfacer sus
necesidades y actividades diarias aun cuan-
do no cumplan los requerimientos minimos
para garantizar su salud, lo cual significa un
riesgo, ya que estos métodos son deficientes
y no cuentan con ningun control o vigilan-
cia por organismos del estado (4).

Une, en el departamento de Cundinamar-
ca, es un municipio formado por la cabe-
cera municipal y 17 veredas. Un porcentaje
medio (40%) tiene acceso a alcantarillado,
fundamentalmente las viviendas de la zona
urbana. El acueducto tiene una cobertura
de 100% para la zona urbana, pero en la
zona rural el mayor porcentaje de viviendas
se abastece a través de un rio o manantial

(27% del total del municipio) (5).



Estupifan et al. Caracteristicas bacterioldgicas, fisicas y pH del agua de consumo

Materiales y métodos

La toma de las muestras se realizé en los
siguientes puntos (ver Tabla 1)

humano del municipio de Une-Cundinamarca

Tabla 1. Posicién geografica de los puntos seleccionados para el muestreo.

OORD ADA
5
1* Puente Tierra Escuela 4°24'57.87"N 74°1'38.31"O
2 Timasita Casa 1 4°25'7.58"N 74°1'6.58"0
3* Timasita Casa 2 4°25'6.96"N 74°1'7.85"0
4 San Isidro Casal 4°23'43.08"N 74°1'40.95"0O
5 San Isidro Casa 2 4°23'49.87"N 74°1'43.48"0O
6 Olla de Pastores Represa del 4°22'49.15"N 74°1'50.83"O
Chocolate
7 Olla de Pastores Casa 1 4°23'26.69"N 74°1'30.22"0O
8 Olla de Pastores Casa 2 4°23'41.39"N 74°1'26.01"O
9% Casco Urbano | Asadero de Pollos 4°24'13.84"N 74°1'27.46"0O
10% Casco Urbano Restaurante 4°24'9.20"N 74°1'31.38"O
1 Salitre Escuela 4°23'28.47"N 74°0'50.96"O
12 Salitre Nacedero 4°23'22.07"N 74°0'45.18"0O
13 Casco Urbano | Fuente Alterna* 4°24'19.29"N 74°1'39.77"0O
oo weeamienao Cabecera Micipl

Para realizar el andlisis microbiolégico se
emple6 la técnica de filtracién por membra-
na para el recuento de coliformes totales,
Escherichia coli y Enterococcus. Como con-
troles positivos se utilizaron las cepas de E.
coli ATCC 35218 y E. faecalis, proporcio-
nadas por el cepario de la Universidad Co-
legio Mayor de Cundinamarca. Los analisis
fisicoquimicos de pH, turbiedad y color se

realizaron por los métodos potenciométri-
co, turbidimétrico y fotométrico respectiva-
mente.

Para la realizacién del mapa de riesgo, se
hizo una observacién detallada de todos los
puntos seleccionados para la toma de mues-
tra. Ademds, se tuvieron en cuenta diversos
factores que se consideran como posibles
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causas de contaminacién como lo fueron:
estado de la tuberia, canalizacién de aguas
negras, desechos de basura, pozos sépticos,
presencia y mantenimiento de animales do-
mésticos, de granja, entre otros.

Resultados

En la Figura 1 se observan los resultados de
coliformes totales obtenidos. Alli se eviden-

cia que 10 de los 13 puntos de muestreo
presentan recuentos superiores a los esta-
blecidos en la norma. Es de resaltar que se
presentaron recuentos altos tanto en aguas
tratadas, como en aguas sin tratamiento.
Solamente los puntos 9, 12 y 13 cumplen
con la normatividad. Estos puntos corres-
ponden al casco urbano (agua tratada), al
nacedero del Salitre y al casco urbano (agua
no tratada).

Figura 1. Recuentos obtenidos (UFC/100mL) de Coliformes totales.

Coliformes totales

70
60
50
40
-
E 2
I 2
2 10
2
0 N° DE
vl [a]s 6|7 [8[owfrorfur[2]13]

|i UFC/100mL | 40 | 47 | 65 | 63 | 54 | 38

10 (33| 0 |20 | 54| O 0

* Agua con tratamiento

** Agua con tratamiento Cabecera Municipal

Para el indicador Escherichia coli, se observa
que las muestras 9, 12 y 13 cumplen con lo
estipulado en la Resolucién 2115 del 2007.

Las otras 10 muestras, al igual que en el
caso de coliformes totales, no cumplen con
la normatividad.

Figura 2. Recuentos obtenidos (UFC/100mL) de Escherichia coli.

Escherichia coli

70

60

50

40
30

UFC/100mL

20

1* | 2% | 3% | 4 5 6

*
7 | 8 |o* 12 11*[ 12 | 13 | NeDE

|i UFC/100mL | 32 | 38 | 65 | 50 | 53 | 20

30 45| 0 |16 | 60| O 0 Mx

* Agua con tratamiento
** Agua con tratamiento Cabecera Municipal



En la Figura 3 se encuentran los resultados
obtenidos para Enterococcus. En este caso

Estupifan et al. Caracteristicas bacterioldgicas, fisicas y pH del agua de consumo
humano del municipio de Une-Cundinamarca

Figura 3. Recuentos obtenidos (UFC/100mL) de Enterococcus.

70

Enterococcus

solo seis muestras (1*, 2*, 6, 9**,11*,13) no

presentaron recuentos.

60

50
40
30
20
10

0

UFC/100mL

1* | 2% | 3*

10%*

11*

12

13

N°

|u UFc/a00mL| 0 | o | 60

54

59

54

60

55

50

DE

* Agua con tratamiento

** Agua con tratamiento Cabecera Municipal

MX

En la Figura 4 se comparan los resultados
obtenidos para los 3 indicadores usados, en
donde el punto 9 y el punto 13 son los Gni-

Figura 4. Recuentos obtenidos de Coliformes totales, E. coli y Enterococcus.

cos que cumplen con los pardmetros bac-

teriolégicos establecidos para el agua para

consumo humano.

Recuentos obtenidos de Coliformes totales, E. coli y Enterococcus

70

60

5

o

pit

o

3

UFC/100 mL
S}

2

o

1

o

0

W C. totales
W E.coli

W E. faecalis

1 2 3 4 5 6 7 8

40 47 65 63
32 38 65 50
0 0 60 54

* Agua con tratamiento

33
45

60

o O o ©

** Agua con tratamiento Cabecera Municipal

10 11
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0 50
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En relacién con los pardmetros fisicoquimi-

cos evaluados, en la Figura 5 se observa que

ningun punto analizado se encuentra entre

5,9

5,7
L 55
5,3
5,1
4,9
4,7
4,5

de

Escala

Figura 5. Resultados de pH en las muestras analizadas.

6,5 y 9,0; rango establecido en la Resolu-
cién 2115 del 2007.

pH

1* 2%

3*

6 7

8

9** 10** 11*

N° DE MUESTRA

* Agua con tratamiento
** Agua con tratamiento Cabecera Municipal

12

13

—pH

Para el caso de la turbiedad, solo las mues-

tras 5, 8 y 11 se encuentran dentro de los

valores médximos permitidos por la norma

colombiana (2 UNT) (ver Figura 6).

Figura 6. Resultados de turbiedad en las muestras analizadas.

Turbiedad

16

14

12

10
=
= 8

6

4

2

0 i B i B

1% | 2% [ 3% | 4 6 | 7 | 8 |9%*|10** 11*| 12 | 13

M Turbidez|14,5| 7,3 |6,87| 3,8 2,6 (10,31 1,3|2,2(23(15(45 |75

N° DE
MX

* Agua con tratamiento
** Agua con tratamiento Cabecera Municipal
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En la Figura 7 se muestran los resultados  mo permisible (15 UPC) segtin la Resolu-
obtenidos para el color, en donde las mues-  cién 2115 del 2007.
tras 1, 2, 7, 12 y 13 superan el valor maxi-

Figura 7. Resultados de color en las muestras analizadas.

Color

25

20

15

UPC

10

0 o
1* | 2% | 3% | 4 5 6 7 8 | 9** |10**| 11* | 12 | 13 | N°DE

mColor| 20 | 16 |14,2/13,4| 6 | 79 |17,7/ 53 | 6,2 | 63 | 54 | 16 |162| MX

* Agua con tratamiento
** Agua con tratamiento Cabecera Municipal

Para la realizacién del mapa de riesgo se  identificar en el mapa los pardmetros en-
establecié una tabla de convenciones para  contrados (ver Tabla 2).

Tabla 2. Convenciones Mapa de riesgo.

PARAMETROS CONVENCIONES
Tuberia de Material Galvanizado %

Tanque '

Pozo
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PARAMETROS CONVENCIONES

Agua Tratada

Aves

Potreros

aa

Animales domésticos

4

sl

Corrales

Tuberfa PVC Fisuras

@

Tuberfa PVC con reparaciones
insuficientes

“

El recorrido inicié desde el punto principal
de abastecimiento del municipio La Repre-
sa del Chocolate, ubicada a 5 Km al sur del
municipio de Une; en la regién denomina-
da Nacedero el Santuario. A partir de este
punto se hizo el recorrido por la tuberia y
se determind que el primer factor de conta-
minacién son las aves nativas residentes de

la represa.

Cerca de la represa del chocolate, a 3.2 Km
del municipio de Une se encuentra ubicada
la vereda Olla de Pastores. El agua viene di-
rectamente de la represa antes del paso por
la planta del tratamiento. Alli el factor de
riesgo es el tanque de almacenamiento sub-
terrdneo, que es hecho de concreto y par-
cialmente cubierto con una tapa oxidada.
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El campo agricola por el cual tiene que cru-
zar la manguera que viene de la represa para
poder abastecer a la vereda de San Isidro,
es una de las posibles causas de contamina-
cién, ya que se encontraron roturas y fisuras
en la tuberia que estdn en contacto con el
lodo por debilitamiento de la tierra. En la
vereda del salitre y en el casco urbano del
municipio, no se encontraron posibles fac-
tores de contaminacion.

Saliendo del municipio estd la vereda de
Puente Tierra la cual se abastece de agua

tratada por los mismos habitantes, encon-

humano del municipio de Une-Cundinamarca

trando como factores de riesgo los animales
de granja, ya que los criaderos y galpones se
localizan cerca de las tuberias de abasteci-
miento de agua, que poseen grandes fisuras.
Por otro lado, uno de los puntos de mues-
treo es la escuela de la vereda la cual posee
un tanque de abastecimiento en mal estado
y de dificil acceso para realizar una limpieza
intensiva periédica. Por dltimo, en la ve-
reda Timasita no se evidenciaron posibles
factores de riesgo de contaminacién. Final-
mente, con los datos obtenidos se establecié
el mapa de riesgo (ver Figura 8).

Figura 8. Mapa de Riesgo.

Tlmas‘nta Casa 1‘ Timasita Casa 2 I :I

.

Puente Tierra Escuela ‘-
B
| -

Puente Tierra Casa 1

|

Casco Urbano Nueva Urbanizacion

I Casco Urbano Asadero

Casco Urbano Restaurante
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Discusion

El 76,9% de las muestras analizadas pre-
sentaron recuentos que oscilaron entre 40
y 65 UFC/100 mL para coliformes totales,
mientras que en solo tres puntos de mues-
treo (23,1%) el recuento para este indicador
fue 0 UFC/ 100 mL. Resultados similares
han sido reportados por Avila y Estupindn
en 2016, donde se encontré que en el acue-
ducto de la vereda El Charco (municipio de
San Miguel de Sema, Boyacd), los recuentos
de coliformes totales estuvieron entre 0 y
96 UFC/100 mL (6). En un estudio reali-
zado en un acueducto del municipio de San
Antonio de Tequendama, Cundinamarca,
se encontré que el 100% de las muestras
contenfan coliformes totales, con recuen-
tos que oscilaban entre 12 y 67 UFC/100
mL (7). En contraste con lo encontrado en
el presente estudio, en el agua de los tan-
ques de abastecimiento de la Universidad
Distrital, sede La Macarena en Bogot4, los
recuentos de coliformes totales encontrados
para el ano 2007, estuvieron entre 0 y 4
UFC/100 mL (8). Los hallazgos anteriores
coinciden con lo reportado para Colombia
por Carrasco, quien encuentra un gran des-
equilibrio en cuanto a la calidad del agua
suministrada en el drea rural; mientras que
en el 4rea urbana el Indice de Riesgo de Ca-
lidad del Agua (IRCA) promedio en 2012
fue del 13,2 %, considerado nivel de ries—-
go bajo, en el drea rural el valor fue de 49.8
%, es decir nivel de riesgo alto (9).

Para Escherichia coli los recuentos estuvieron
entre 32 y 65 UFC/100mL en 10 muestras

(76,9%), las muestras 9, 12 y 13 presen-
taron recuentos de 0 UFC/100mL, tanto
para este indicador como para coliformes
totales; por lo tanto, estos tres puntos cum-
plen con lo establecido en la normativa co-
lombiana de la Resolucién 2115 del 2007
(10). Estos resultados concuerdan con un
estudio realizado por Avila y Estupifdn,
en donde el 86,6% de las muestras de agua
usada para el consumo de los habitantes de
San Antonio de Tequendama, present6 E.
coli (7). En contraste, en el estudio realiza-
do en el municipio de San Miguel de Sema
en Boyacd, todas las muestras fueron nega-

tivas para E. coli (6)

Los anteriores resultados indican que el
agua estd contaminada, las fuentes de con-
taminacién pueden incluir fugas del alcan-
tarillado y desechos animales, entre otros.
Estos contaminantes pueden ingresar al su-
ministro de agua a través de grietas o agu-
jeros en la red de distribucién. La presencia
de bacterias coliformes fecales o E. coli en
un sistema de agua indica una contamina-
cién reciente (debido a que son bacterias de
corta duracién) provenientes de heces hu-
manas o animales de alcantarillas, sistemas
sépticos y corrales o patios de animales, en-
tre otros (11).

Segiin la NTC 813 de 1994 (12), que eva-
lta en uno de sus pardmetros la presencia
de Enterococcus, ninguna muestra de agua
potable para consumo humano debe pre-
sentar crecimiento de estos microorganis-
mos. En el presente estudio, el 76,9% de
las muestras presentaron recuentos entre
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50 y 60 UFC/100mL. En un estudio reali-
zado por Avila y cols., se encontré que los
recuentos de esta bacteria oscilaban entre
2y 240 UFC/100 mL (6). Estos microor-
ganismos presentan una mayor resistencia
que las bacterias coliformes frente a facto-
res como la temperatura y el pH, son mds
persistentes en aguas contaminadas, y su
presencia se asocia a contaminacién fecal
antigua, ya sea de origen humano o animal

(13).

En cuanto a los andlisis de los pardmetros
fisicoquimicos, los resultados obtenidos
para el pH oscilaron entre un rango de 4.0
2 6.0 con un promedio de 5.23. Estos valo-
res son inferiores al permitido en la norma-
tiva colombiana que es 6.5 2 9.0 (10). Estos
resultados contrastan con los obtenidos en
el acueducto rural de la vereda el Limén,
en el municipio de San Juan de Rioseco
(14) donde el 100% de las muestras cum-

plen con la normatividad.

Un factor importante para el agua de consu-
mo humano es su turbidez. Esta es produci-
da por particulas suspendidas como arcilla,
compuestos coloreados y microorganismos
(15). Para este pardmetro, el 76,9% de las
muestras de agua de Une no cumple con
lo establecido en la normativa colombiana
(10) La turbiedad se relaciona con deficien-
cias en el proceso de potabilizacién, especi-
ficamente con la falta de infraestructura de
los acueductos para la remocién de sélidos
(14). Ademis, los altos niveles de turbidez

disminuyen la desinfeccién por la adiccién

del cloro (15).

humano del municipio de Une-Cundinamarca

Los resultados obtenidos para el pardmetro
de color aparente muestran que el 38,4%
de las muestras analizadas, superaron el va-
lor mdximo permisible segin Resolucién
2115/2007 (10). EI color natural del agua
puede alterarse por factores como la des-
composicién de la materia, materia orgdni-
ca del suelo, presencia de hierro, mangane-
so y otros compuestos metdlicos, ademds de
factores como el pH y la temperatura (16).
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Articulo corto

Calidad bacteriologica del agua del humedal Guali-Tres
Esquinas, Funza, Cundinamarca

Bacteriological quality of the water of the Guali-Tres Esquinas Wetland,
Funza, Cundinamarca
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Resumen

Objetivo. Realizar el diagnéstico de la calidad bacteriolégica del agua del Humedal Guali-
Tres Esquinas, por medio de indicadores de aguas residuales (coliformes totales, Escherichia
coli'y Enterococcus spp). Métodos. Se tomaron catorce muestras de agua de diferentes puntos
del humedal (7 en la zona Tres Esquinas y 7 en la zona del parque industrial Cofradia). El
recuento de microorganismos se realizé por el método de filtracién de membrana siguiendo
el Standard Methods, los microrganismos fueron identificados mediante BBL Crystal.
Resultados. El agua del Humedal Guali-Tres Esquinas contiene un alto nimero de E.coli,
coliformes totales y Enterococcus spp., lo que confirma la contaminacién de origen fecal en
todo el ecosistema, los recuentos mds altos se encontraron en la zona parque industrial La
Cofradia para coliformes totales y Enteroccocus spp. y en la zona de Tres Esquinas para E.
coli.

Palabras claves: Humedales, indicadores de contaminacién, coliformes, calidad del agua,
filtracién por membrana.
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Abstract

Objetive. To evaluate the bacteriological quality of the water of the wetland Guali-Tres
Esquinas, using residual waters indicators (total coliforms, Escherichia coli and Enterococcus).
Methods. Fourteen water samples were taken from different points of the wetland (7 in the
Tres Esquinas zone and 7 in the Cofradia industrial park zone). The count of microorganisms
was made by the membrane filtration method following the Standard Methods, the
microorganisms were identified by BBL Crystal. Results. The water of the Guali-Tres
Esquinas Wetland contains a high number of E. co/i, total coliforms and Enterococcus spp.,
confirming fecal contamination throughout the ecosystem, the highest counts were found
in the La Cofradia industrial park zone for total coliforms and Enteroccocus spp. and in the
Tres Esquinas zone for E. coli.

Keywords: Wetlands, Pollution Indicators, Coliforms, Water Quality, Membrane Filtration..

Introduccion

Los humedales son ecosistemas de suma im-
portancia para las especies de flora y fauna.
Ademids, tienen un papel fundamental en
procesos como la generacién del ciclo hi-
drico y el mejoramiento del aire. Todos es-
tos eventos ayudan a mantener el equilibrio
biolégico en los ecosistemas. Estos procesos
se ven afectados por la contaminacién que
se genera debido a diferentes causas como
son los desechos de aguas residuales proce-
dentes de sectores aledanos, las cuales estdn
cargadas de sedimentos y materia orgdnica,
la eliminacién inadecuada de basuras y la
sobre-explotacién de diferentes recursos,
entre otros (1).

Los humedales han sufrido en los dltimos
anos cambios a causa de las actividades hu-
manas producto de la apropiacién y uso de

sus espacios publicos, tales como la utili-
zacién de tierras con fines agricolas o ga-
naderos, la ampliacién de zonas urbanas
con fines industriales o de recreacién y la
alteracién de los regimenes hidrdulicos (2).
Como consecuencia de estas acciones des-
medidas se ha producido una alteracién de
la dindmica natural de las cuencas que reci-
ben las aguas que alimentan a estos cuerpos
hidricos y los cambios en la cobertura vege-
tal que aumentan la carga de sedimentos y
modifican la capacidad de retencién de las

aguas (3).

La problemditica del Humedal Guali-Tres
Esquinas comprende principalmente la
contaminacién debido al vertimiento de
aguas residuales, basuras y desperdicios
provenientes de la industria y de los habi-
tantes del municipio de Funza, que llegan
al humedal sin previo tratamiento. Ademds,



actualmente este cuerpo hidrico se encuen-
tra en un proceso acelerado de deterioro,
especialmente por el desarrollo urbanistico
e industrial en las dreas de ronda del mismo
y por las actividades agropecuarias y gana-
deras.

Desde el punto de vista hidrolégico, el Hu-
medal Guali-Tres Esquinas tiene una gran
importancia a nivel regional, ya que a este
cuerpo amortigua las crecientes y almace-
na el agua proveniente de las zonas altas.
Igualmente, es indispensable para la opera-
cién del Distrito de Riego y Drenaje de La
Ramada, de la cual se benefician predios de
Funza y Mosquera que se dedican a las acti-

vidades agropecuarias (4).

Desde el ano 2014, el Humedal Guali-Tres
Esquinas fue declarado como drea de pro-
teccién por la Corporacién Auténoma Re-
gional de Cundinamarca (CAR), y desde ese
momento se han adelantado varias acciones
tendientes a la conservacién de este ecosis-
tema como la implementacién de proyectos
para su recuperacion y posterior conserva-
cién que consisten en la limpieza del cuerpo
hidrico y el control y vigilancia de los verti-
mientos de aguas residuales (5).

En el presente estudio se realizé el diagnéds-
tico de la calidad bacteriolégica del agua del
Humedal Guali-Tres esquinas, lo cual per-
mitié hacer una determinacién de su estado
actual y contar con mds informacién a fin
de que se tomen medidas para disminuir los
impactos en la salud del medio ambiente,
de los habitantes del sector y de esta manera

Estupinan et al. Calidad bacterioldgica del agua del humedal
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vigilar por la conservacién de este cuerpo de

agua.

Materiales y métodos

Se utilizaron para el estudio 14 muestras de
agua del Humedal Guali-Tres Esquinas, 7
del sector Tres Esquinas y 7 de las zonas de
recuperacién del espejo de agua, que han
sido previamente tratadas por la Empresa
Municipal de Acueducto Alcantarillado y
Aseo de Funza (EMAAF). Los procesos de
tratamiento consistieron en eliminacién de
material vegetal y limpieza del Humedal.
Estas zonas de recuperacién se encuentran
en el parque industrial La Cofradia hacia el
municipio de Siberia.
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Tabla 1. Coordenadas toma de muestra Zona Tres Esquinas y Parque Industrial La Cofradia.

ZONA I\I:I%lgggg COORDENADAS

1 N 4°42'4.7736" 0 74°12'5.2776"
2 N 4°42'4.7772" 0 74°12'5.292"
3 N 4°42'4.77" 0 74°12'5.2956"

TRES ESQUINAS 4 N 4°42'7.5636" 0 74°12'3.9024"
5 N 4°42'8.0532" 0 74°12'3.564"
6 N 4°42'2.7396" 0 74°12'4.0752"
7 N 4°42'2.754" 0 74°12'5.238"
8 N 4°43'35.6664" O 74°11'23.7768"
9 N 4°43'36.1668" O 74°11'23.748"
10 N 4°43'35.04" O 74°11'23.9064"

PARQUE
INDUSTRIAL LA 11 N 4°43'36.2892" O 74°11'24.2412"
COFRADIA

12 N 4°43'36.8076" O 74°11'24.3492"
13 N 4°43'37.1028" O 74°11'24.558"
14 N 4°43'37.8048" O 74°11'25.0332"

La obtencién de las muestras se realizé te-
niendo en cuenta la gufa para la toma de
muestras de agua del Ministerio de Salud
de Colombia (Decreto 475 de 1998) (6) y
las recomendaciones de Andreu y Camacho
(7), segun la Normatividad Ambiental vi-
gente y la consignada en la Politica de Hu-

medales.

Se llevé a cabo la determinacién de los indi-
cadores bacterianos con las recomendacio-
nes del Standard Methods for the Examina-
tion of Water and Wastewater (8). Se empled
la técnica de Filtracién por Membrana. Los
medios utilizados para la enumeracién de

las bacterias indicadoras de contaminacién

de aguas fueron: Agar Endo para coliformes
totales, agar M-FC para Escherichia coli y
Agar Azida para Enterococcus spp.

Resultados

En todos los puntos de muestreo analizados
se encontraron recuentos de los tres indica-
dores, a excepcién del punto 8, ubicado en
la zona del parque industrial La Cofradia,
en donde no se logré la recuperacién de co-
liformes fecales ni E. coli (ver Tabla 2).
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Tabla 2. Recuento UFC/100mL, muestras de la zona Tres Esquinas, Funza, Cundinamarca.

PUNTO DE RECUENTO EN UFC/100mL
MUESTREO Enterococcus spp.
1 9700 4700 4800
2 12500 4500 3300
3 1600 15900 7400
TRES ESQUINAS 4 1500 16700 7400
5 400 3600 100
6 3000 3500 1800
7 2000 4900 7400
8 12500 1200 18100
9 0 0 18100
10 12500 1200 18100
PARQUE
INDUSTRIAL LA 11 12500 1200 18100
COFRADIA
12 12500 1200 18100
13 12500 1200 18100
14 12500 300 18100

En la Figura 1 se observa que en los puntos  parque industrial La Cofradia. En el punto
1,2,8,10, 11, 12, 13 y 14 se presentaron 9 no se recuperaron coliformes totales. Los
los mds altos recuentos de coliformes tota-  recuentos para este indicador estdn entre 0
les. Los puntos 1 y 2 corresponden alazona y 12500 UFC/100mL.

de Tres Esquinas y los restantes a la zona del

Figura 1. Recuento de Coliformes totales (UFC/100mL).
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En los puntos 3 y 4 se encontraron los re-

cuentos mds altos de Escherichia coli. Estos
puntos se localizan en la zona de Tres Es-
quinas. En la zona del parque industrial La

Cofradia los recuentos obtenidos no supe-
raron las 1200 UFC/100mL (ver Figura 2).
Al igual que para los coliformes totales, en
el punto 9 no se recuperd E. coli.

Figura 2. Recuento de Escherichia coli en UFC/100mL.
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En el caso de Enterococcus spp., en los pun-
tos 3,4,7,8,9,10, 11, 12, 13 y 14 se pre-
sentaron los mayores recuentos, los puntos
3y 4 estdn en la zona de Tres Esquinas y los
demds en el parque industrial La Cofradia.
Los recuentos variaron entre 100 y 18100

UFC/100mL. Este microorganismo se re-
cuperé de todas las muestras recolectadas
a diferencia de Escherichia coli y colifomes
totales que no tuvieron crecimiento en el
punto 9.

Figura 3. Recuento de Enterococcus spp. en UFC/100 mL.
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En la Figura 4 se muestra el promedio de
los indicadores y se comparan las dos zonas
estudiadas. El promedio mds alto corres-
ponde a los Enterococcus spp. en la zona del
parque industrial La Cofradia, seguido por

Estupinan et al. Calidad bacterioldgica del agua del humedal
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el de coliformes totales para la misma zona,
mientras que para E. coli el promedio mis
alto fue obtenido en la zona de Tres Esqui-
nas.

Figura 4. Promedio de los recuentos bacterianos por zonas.
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Algunos de los microorganismos aislados
que se identificaron mediante pruebas bio-
quimicas fueron: Escherichia coli, Enterococ-
cus faecium, Klebsiella oxytoca, Citrobacter
[freundii, Enterobacter cloacae.

Discusion

Los coliformes totales presentan un elevado
recuento en la zona del parque industrial La
Cofradia (a excepcién del punto 9), compa-
rados con los obtenidos en la zona de Tres
Esquinas. Los altos niveles que se presentan
en esta zona pueden deberse al aumento de
asentamientos humanos, las actividades an-
trépicas, las descargas de escorrentia que se
realizan por la via Siberia (9) y la polucién

que es eliminada al aire por el alto flujo de
automoviles (10).

El origen de las bacterias coliformes pue-
de ser fecal o ambiental (mediante insectos,
plantas y suelo). Diversos factores ecolégi-
cos influyen en su permanencia y sobrevi-
vencia, estas bacterias estdn adaptadas para
vivir en el tracto gastrointestinal, aunque
pueden sobrevivir en el agua residual y
cuerpos acudticos (11).

Los altos valores de coliformes totales indi-
can que hay una fuente rica de nutrientes
que hace posible que esta comunidad bacte-
riana esté presente en el cuerpo de agua, po-
siblemente relacionada a los desagiies que
llegan al humedal (12).
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Escherichia coli presenté recuentos elevados
en la zona de Tres Esquinas, a diferencia de
la zona del parque industrial La Cofradia en
donde los recuentos no superaron los 1200
UFC/100mL. Chalarca D, Mejia R, Agui-
rre N. reportan, para la ciénaga de Ayapel,
recuentos elevados de Escherichia coli en
todos los puntos de muestreo localizados
cerca al casco urbano del municipio (13).
Estos resultados son similares a los hallados
en el humedal Guali, donde la zona de Tres
Esquinas es en la que se presenta un mayor

asentamiento de viviendas.

En el punto 9 no se evidencié crecimien-
to de E. coli a pesar de que se presentaron
recuentos de coliformes totales altos. Este
fenémeno puede deberse a la menor resis-
tencia de la Escherichia coli a las condicio-
nes medio ambientales, ya que sufren estrés
fisiolégico, y por esta razén, pierden pro-
gresivamente la capacidad de desarrollarse
en medios selectivos y diferenciales. Dife-
rentes factores ambientales como la tem-
peratura, la luz solar, la presencia de otras
comunidades bacterianas y la composicién
quimica del agua repercuten directamente
en la mortalidad de estas bacterias intesti-

nales (14).

Los Enterococcus spp., presentan mayores
recuentos en los puntos correspondientes a
la zona del parque industrial La Cofradia,
donde el recuento promedio fue de 18100
UFC/100mL. Varios estudios han reporta-
do que el aumento de este indicador estd
relacionado con una fuerte descarga de resi-

duos domésticos de la poblacién y también

con la temporada de lluvias ya que generan
un ambiente propicio para la reproduccién
de este microorganismo que tiene una gran
capacidad de supervivencia a diferentes fac-
tores ambientales (3) (15).

Es importante destacar que Enterococcus
spp. en recuentos superiores a 1000 UFC/
mL, podrian estar fuertemente relacionados
con un alto riesgo de enfermedad gastroin-
testinal (16), que cobra gran importancia a
nivel de salud pudblica, debido a que el agua
de este humedal se utiliza para riego de cul-
tivos de hortalizas y frutales, como uchuvas
y fresas (17).

El género de los enterococos fecales tiene
mayor permanencia en ecosistemas terres-
tres contaminados y en ambientes acudticos
que Escherichia coli, ya que no se reproduce
en el medio ambiente. Su presencia es de
importancia cuando se conoce que existe
contaminacion fecal y no se manifiestan co-
liformes, casos en donde las descargas son
discontinuas o mds viejas, entones mue-
ren los coliformes totales y la Escherichia
coli ddndole permanencia a los enterococos
(18). Estos microorganismos se relacionan
con contaminacién fecal de origen humano
y animal. Se ha confirmado en diferentes
andlisis que la presencia de diversos ani-
males afecta la calidad bacteriolégica de las
aguas(19-20).

En conclusién, en el humedal Guali-Tres
Esquinas la presencia de urbanizaciones, in-
dustrias, animales domésticos, el pastoreo y

el uso del humedal como receptor de aguas



residuales ha deteriorado de manera signifi-
cativa la calidad bacteriolégica del agua, la
zona del parque industrial La Cofradia fue
la mds contaminada, ya que tuvo recuentos
altos para coliformes totales y Enterococcus
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cumpla todos los elementos que se muestran a continuacién. Se devolverdn a los autores/

as aquellos envios que no cumplan estas directrices.

1. El envio no ha sido publicado previamente ni se ha sometido a consideracién
por ninguna otra revista (o se ha proporcionado una explicacién al respecto en los
Comentarios al editor/a).

2. Elarchivodeenvio estd en formato OpenOffice, Microsoft Word, RTF o WordPerfect.
3. Siempre que sea posible, se proporcionan direcciones URL para las referencias.

4. El texto tiene un interlineado sencillo, un tamafo fuente de 12 puntos, se utiliza
cursiva en lugar de subrayado (excepto en las direcciones URL), y todas las ilustraciones,
figuras y tablas se encuentran colocadas en los lugares del texto apropiados, en vez de
al final.

5. El texto retine las condiciones estilisticas y bibliograficas incluidas en Pautas para el
autor/a, en Acerca de la revista.

6. En el caso de enviar el texto a la seccién de evaluacién por pares, se siguen las
instrucciones incluidas en Asegurar una evaluacién anénima.

Aviso de derechos de autor.
NOVA por http://www.unicolmayor.edu.co/publicaciones/index.php/nova se distribuye
bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-NoComercial-SinDerivar 4.0

Internacional.

Asi mismo, los autores mantienen sus derechos de propiedad intelectual sobre los articulos.
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Declaracion de privacidad.

Los nombres y las direcciones de correo electrénico introducidos en esta revista se usardn
exclusivamente para los fines establecidos en ella y no se proporcionardn a terceros o para
su uso con otros fines.
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