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El desarrollo acelerado de la Industria Biofarmacéutica, y 
en particular de la producción de biológicos, ha permi-
tido el incremento de la investigación clínica, teniendo 
en consideración la novedad de las sustancias que se 

desarrollan. 
Existen billones de virus en nuestro planeta, muchos de ellos 

juegan un papel fundamental en los ciclos biogeoquímicos globa-
les infectando bacterias, archaea y microeucariotas. Entre el total 
de poblaciones virales los bacteriófagos, popularmente conocidos 
como fagos, son los que infectan bacterias y han demostrado a lo 
largo de la historia su actividad antibacteriana1,2.

El rápido aumento de la resistencia a los antibióticos por 
varios grupos de bacterias patógenas ha elevado el creciente in-
terés por desarrollar tratamientos alternativos para contrarrestar 
estas infecciones3. El uso mundial de antibióticos también se ha 
asociado con la reducción de la diversidad microbiológica, que a 
su vez se ha relacionado con la desnutrición y otros tipos de  en-
fermedades4. Para evitar el retorno a una era pre-antibiótica, los 
tratamientos alternativos son urgentemente necesarios. La tera-
pia con bacteriófagos es aceptada y practicada en parte de Europa 
del Este, como Rusia, Georgia y Polonia. Sin embargo, todavía 
queda por llegar un acuerdo en el resto del mundo sobre un mar-
co jurídico, funcional y práctico que sea lo suficientemente flexi-
ble como para explotar más la especificidad de los bacteriófagos 
como antibacterianos manteniendo la seguridad del paciente.

A pesar del largo historial de uso de la terapia fágica en los 
países del este de Europa, el proceso de producción de los fagos 
debe satisfacer normas mínimas de calidad y seguridad antes de 
poder ser utilizados en aplicaciones clínicas. Se debe promover la 
disponibilidad de grandes colecciones de fagos terapéuticos im-
portantes, bien caracterizados y sus cepas huésped bacterianas, 
como una forma eficiente de diseñar cócteles de fagos seguros y 
ajustarlos rápidamente a las necesidades de los pacientes.

Existe una clara necesidad de ensayos clínicos bien  diseña-
dos que demuestren seguridad y eficacia para su aplicación en 
humanos. En estos ensayos al no tener comparador, la evidencia 
científica solo podría ser contra el grupo placebo para resolver el 
debate sobre la eficacia de esta terapia. Idealmente, estos ensayos 
deben tener la capacidad de convencer al público en general y 
alertar a los tomadores de decisiones sobre los beneficios poten-
ciales de la misma.

Phagoburn es un proyecto europeo de investigación y de-
sarrollo (I+D) financiado por la Comisión Europea en el marco 
del Séptimo Programa Marco de Investigación y Desarrollo. El 
proyecto fue lanzado el 1 de junio de 2013 y durará 45 meses. Su 
objetivo es evaluar la terapia con fagos para el tratamiento de que-
maduras infectadas con bacterias Escherichia coli y Pseudomonas 
aeruginosa. Esta evaluación se está llevando a cabo actualmente 
a través de la implementación de un ensayo clínico fase I-II. Pha-

goburn recomienda el establecimiento de un estudio de terapia 
con fagos para el tratamiento de heridas severas por quemaduras 
infectadas con patógenos nosocomiales importantes (bacterias 
ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter Baumannii, Pseudomonas aeruginosa 
y Enterobacter). El estudio propuesto se basa en el ya realizado 
ensayo clínico PhagoBurn FP7, que se centra en el tratamiento de 
pacientes con heridas por quemaduras infectadas con Escherichia 
coli y P. aeruginosa5.

Los ensayos clínicos en humanos  no muestran efectos ad-
versos del uso de la terapia con fagos. En la siguiente etapa, la 
eficacia de esta terapia necesita ser apoyada por más datos clíni-
cos. Los resultados positivos, como la prevención de la disentería 
de Shigella6 y el tratamiento de la otitis externa de Pseudomonas7, 
deben ser confirmados de forma independiente y hay que incluir 
otras infecciones humanas en estos ensayos.

La instalación de sistemas de monitoreo en la implementa-
ción inicial de la terapia con fagos, seria de mucha importancia. 
Esto permitiría la recopilación de metadatos para los análisis 
prospectivos y la evaluación de la eficacia de cócteles de fagos 
continuamente adaptados en el tratamiento de patógenos exis-
tentes y emergentes

La mayoría de los estudios clínicos con bacteriófagos usan 
suspensiones de fagos simples y no estudian los efectos y acep-
tabilidad farmacéutica de su composición. Además, el lapso de 
tiempo de la mayoría de los estudios preliminares de estabilidad 
de estas formulaciones, es demasiado corto en el contexto de la 
expectativa de vida útil farmacéutica. Las preparaciones de fago 
eran estables cuando los títulos no mostraban una caída signifi-
cativa después de unos pocos días, mientras que otros estudios 
evaluaron la estabilidad durante muchos años. La comparación 
de los diferentes estudios indica que la estabilidad durante el 
procesamiento y almacenamiento depende del fago y que el pro-
cedimiento debe optimizarse por separado para cada uno en es-
pecífico8. Las partículas   fágicas son muy versátiles, por lo que 
es poco probable que las estrategias de estabilización se apliquen 
a todos  por igual. Está claro que los fagos pueden estabilizarse 
usando estrategias aplicadas a formulaciones proteicas, pero se 
necesita más investigación para conseguir formulaciones óptimas 
y  mejorar la vida útil a largo plazo de futuros fármacos fagicos9.

Aparte de la discusión sobre la aplicación terapéutica de fa-
gos, la producción y aplicación de cócteles de los mismos, para 
descontaminar los ambientes hospitalarios, es otra oportunidad 
que podría ser explorada. Un estudio previo realizado por el 
Instituto Eliava mostró que la descontaminación con fagos del 
ambiente hospitalario resultó en una menor incidencia de infec-
ciones nosocomiales. Dado que el público en general y los polí-
ticos ya son conscientes de las consecuencias de las infecciones 
hospitalarias con “superbacterias” resistentes a los antibióticos, 
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esperamos que los ensayos de terapia con fagos multi-objetivo 
sirvan de trampolín para la aceptación y re-implementación de 
este proceder10.

La terapia con fagos ha recibido aprobación reglamentaria 
para la protección de los alimentos11, y  para la protección fito-
sanitaria en el campo12. Los obstáculos reglamentarios  en estas 
áreas podrían haber motivado a las pequeñas empresas biotec-
nológicas a buscar soluciones comerciales. Por lo tanto, la terapia 
con fagos podría convertirse en un enfoque aceptado en el trata-
miento y prevención de infecciones bacterianas en animales de 
granja, donde se ha logrado progreso para infecciones por E. coli, 
Salmonella y Campylobacter en aves de corral13,14.

En resumen, aunque la terapia con fagos ciertamente no es 
todavía una respuesta a la crisis de resistencia a los antibióticos, 
hay buenas indicaciones de que puede funcionar bajo condicio-
nes específicas.
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CARTA AL EDITOR

Clinical trials are at the heart of modern medical research. 
They are the best way we have of testing whether a medicine is safe 
and effective. Around the world every year pharmaceutical com-
panies, universities, government research institutes and charities 
fund and run tens of thousands of trials.

However, the results of around half of all clinical trials cu-
rrently remain hidden. We don’t know what was done and what 
was found out in thousands of trials on medicines we use today. 
There is no complete list of all clinical trials, so we do not even 
know that some trials have taken place, never mind what was 
found in them. As a result, a huge amount of medical research 
goes to waste. Potentially valuable findings are lost, researchers 
unknowingly duplicate each other’s work, and gaps in knowledge 
are hard to identify. This has a direct impact on doctors’ and pa-
tients’ abilities to make informed choices about treatment options. 
Doctors can’t be sure that they are prescribing the best medicines 
for their patients and aren’t in fact doing harm.

 Here’s an example. A heart drug called Lorcinide was tested 
in trials in the 1980s. The results of the trials showed that the peo-
ple in the trial who were taking Lorcinide were far more likely to 
die than those not taking it. But those results weren’t published. 
Not until ten years later. In those ten years, doctors continued 
to give patients medicines like Lorcinide and it is estimated that 
100,000 people in the US died as a result.

 There is a human cost to non-publication of trial results too. 
Usually a few hundred people take part in trials but big trials can 
involve more than 1,000 people. These people are patients in the 
main. They volunteer knowing that it may or may not help them 
personally — but they volunteer thinking that it will benefit peo-
ple like them in the future. When the findings they helped are not 

Hidden clinical trials harm patients – but a powerful coalition is fighting 
for change 
Los ensayos clínicos ocultos perjudican a los pacientes – pero una poderosa coali-
ción lucha por el cambio
Sile Lane    DOI. 10.21931/RB/2017.02.01.2

Los ensayos clínicos son el fundamento de la investigación 
médica moderna. Constituyen la mejor forma existente de anali-
zar si un medicamento es seguro y eficaz. En todo el mundo, cada 
año, empresas farmacéuticas, universidades, institutos de investi-
gación gubernamentales y fundaciones financian y realizan dece-
nas de miles de ensayos.

No obstante, actualmente los resultados de alrededor de la 
mitad de todos los ensayos clínicos se mantienen ocultos. Desco-
nocemos los hallazgos de miles de ensayos sobre fármacos utiliza-
dos hoy en día. No existe una lista completa de todos los ensayos 
clínicos, por lo que no sabemos ni tan siquiera de la realización 
de algunos ensayos, independientemente de lo que averiguaran. 
En consecuencia, enormes cantidades de investigaciones médicas 
se desperdician. Se pierden hallazgos posiblemente valiosos, los 
investigadores duplican inconscientemente el trabajo de otros y 
resulta difícil identificar las brechas en el conocimiento. Esta si-
tuación tiene repercusiones directas sobre la capacidad de médi-
cos y pacientes de tomar decisiones informadas sobre las opciones 
de tratamiento. Los médicos no pueden estar seguros de si están 
prescribiendo el mejor fármaco para sus pacientes o de si, por el 
contrario, están dañándole.

Un ejemplo. En los años ochenta se estudió un fármaco para 
el corazón llamado lorcainida. Los resultados de los ensayos mos-
traban que los participantes que tomaban lorcainida tenían mu-
chas más probabilidades de morir que aquellos que no lo tomaban. 
Pero estos resultados no se publicaron. Tardaron diez años en ha-
cerlo. En esos diez años, los médicos continuaron prescribiendo a 
sus pacientes fármacos como lorcainida y se calcula que 100 000 
personas murieron en EE. UU. a consecuencia de ello.

El no publicar resultados de ensayos también tiene un coste 
humano. A menudo unos cuantos cientos de personas participan 

Síle Lane, AllTrials campaign, London 
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shared with doctors and researchers, that is an enormous betra-
yal of their trust. So, if thousands of trials have never published 
results, that’s hundreds of thousands, maybe millions, of volun-
teers whose trust is betrayed.

 In order to fix the problem, the AllTrials campaign calls for 
all clinical trials – past, present and future – to be registered and 
their methods and results reported. Registration with a trial re-
gister like ClinicalTrials.gov ensures that researchers everywhere 
can find out what trials have been conducted on a given drug 
or disease. Posting results on the same register ensures that the 
discoveries made during a trial are not lost – even if that trial 
was discontinued or ended in failure, in which case its results are 
unlikely to be published in academic journals. Sharing the full 
methods ensures that independent researchers can review the 
work done by their peers and build on their findings.

 To date, over 700 patient groups and professional organisa-
tions, including the American Medical Association, have joined 
AllTrials and added their voices to the campaign. Working toge-
ther, this broad coalition has begun to turn the tide. Rising awa-
reness of the immense human and financial cost of hidden trials 
has spurred governments, regulators, research institutions and 
professional bodies into action. Pharmaceutical giant GlaxoSmi-
thKline joined AllTrials and committed to greater clinical trial 
transparency. The International Committee of Medical Journal 
Editors has announced that it will no longer publish papers ba-
sed on non-registered trials. In the UK, anyone planning to run 
a clinical trial must commit to registering it in order to receive 
ethics approval. Laws and regulations in the European Union, 
the United States and beyond are consistently evolving towards 
mandating greater clinical trial transparency. In September 
2016, the United Nations called on governments worldwide to 
pass legislation requiring clinical trials to be registered, and their 
methods and results to be fully reported.

 AllTrials is currently stepping up its efforts to build on this 
incredible momentum and to make some permanent changes to 
clinical trial reporting. We have published a roadmap to transpa-
rency showing how and where individuals and organisations can 
bring pressure for change. The roadmap clearly spells out what 
doctors, researchers, universities, patient groups, and professio-
nal associations around the globe can do to help ensure that all 
trials are registered and reported. To reach broader audiences, 
I went to Madrid to give a TEDx talk about AllTrials that has 
already been viewed over 10,000 times.

This year, will publish a major study of global pharmaceuti-
cal companies’ trial registration and reporting policies. The study 
is expected to receive broad media coverage worldwide and has 
already had positive results, with several companies pledging to 
revise their policies in the near future. Over the course of 2017, 
AllTrials and the hundreds of organisations who are part of the 
campaign will use new tools like OpenTrials and TrialsTracker to 
identify specific trials that have never posted results and help get 
them reported.  We have exciting plans that could change clinical 
trial reporting forever. Join us.

 Readers curious about the AllTrials campaign can visit its 
Spanish language website at http://www.alltrials.net/espanol/.

en ensayos, pero los ensayos grandes pueden implicar a más de 
mil participantes. Estas personas son pacientes en su mayoría. Se 
ofrecen voluntariamente sabiendo que podría o no beneficiarles 
personalmente, pero que ayudará a personas en sus situaciónes 
en el futuro. Cuando esos hallazgos a los que contribuyeron no 
se comparten con médicos e investigadores, se produce una 
enorme traición a su confianza. Por lo tanto, si existen miles de 
ensayos que nunca han publicado resultados, existen cientos de 
miles, tal vez millones, de voluntarios cuya confianza ha sido 
traicionada.

Con el fin de poder arreglar el problema, la campaña All-
Trials hace un llamamiento a registrar todos los ensayos clí-
nicos (pasados, presentes y futuros) e informar sus métodos 
y resultados. Registrar un ensayo en un registro como Clini-
calTrials.gov asegura que los investigadores de todo el mundo 
puedan averiguar qué ensayos se han realizado sobre un fárma-
co o enfermedad concretos. Publicar los resultados en el mismo 
registro garantiza que los descubrimientos hechos durante el 
ensayo no se pierdan, incluso si el ensayo se interrumpió o fue 
un fracaso, en cuyo caso es poco probable que sus resultados 
se publiquen en revistas académicas. Compartir la metodología 
completa asegura que investigadores independientes puedan re-
visar el trabajo realizado y construir sobre estos hallazgos.

Más de 700 organizaciones de pacientes y profesionales, 
incluyendo la American Medical Association, se han unido a 
AllTrials y han sumado sus voces a la campaña. Mediante un 
trabajo conjunto, esta amplia coalición ha comenzado a cambiar 
la situación. La concienciación sobre el inmenso coste humano 
y económico que esconden los ensayos ocultos ha obligado a go-
biernos, legisladores, centros de investigación y organizaciones 
profesionales a tomar medidas. El gigante farmacéutico GlaxoS-
mithKline se unió a AllTrials y se comprometió a una mayor 
transparencia en sus ensayos clínicos. El Comité Internacional 
de Editores de Revistas Médicas ha anunciado que no publica-
rá más artículos sobre ensayos no registrados. En Reino Unido, 
cualquiera que quiera realizar un ensayo clínico debe registrarlo 
para poder recibir la autorización de un comité de ética. Las le-
yes de la Unión Europea, EE. UU. y otros países están evolucio-
nando de forma consistente para exigir mayor transparencia en 
los ensayos clínicos. En septiembre de 2016, la Organización de 
Naciones Unidas hizo un llamamiento a los gobiernos de todo el 
mundo a aprobar leyes que obliguen a registrar los ensayos clíni-
cos y a publicar al completo sus métodos y resultados.

En estos momentos, AllTrials está aumentando sus esfuer-
zos para construir sobre este increíble impulso y llevar a cabo 
cambios permanentes en el informe de ensayos clínicos. Hemos 
publicado una hoja de ruta hacia la transparencia que muestra 
cómo y dónde pueden presionar para el cambio personas indi-
viduales y organizaciones. La hoja de ruta claramente establece 
de forma clara qué pueden hacer médicos, investigadores, uni-
versidades, grupos de pacientes y asociaciones profesionales de 
todo el mundo para ayudar a garantizar el registro e informe de 
todos los ensayos clínicos. Para llegar a un público más amplio, 
me desplacé a Madrid para dar una charla TEDx sobre AllTrials 
que ya tiene más de 10 000 reproducciones.

Este año, será publicado un importante estudio sobre las 
políticas de registro e informe de ensayos de empresas farma-
céuticas internacionales. Se espera que el estudio reciba cobertu-
ra mediática en todo el mundo y de resultados positivos, como 
el compromiso de varias farmacéuticas de revisar su política en 
un futuro próximo. A lo largo de 2017, AllTrials y cientos de 
organizaciones que forman parte de la campaña utilizarán herra-
mientas como OpenTrials y TrialsTracker para identificar ensa-
yos específicos que nunca han publicado resultados y ayudarles 
a hacerlo. Tenemos planes emocionantes que podrían cambiar 
el informe de ensayos clínicos para siempre. Únete a nosotros.

Los lectores interesados en la campaña AllTrials pueden vi-
sitar el sitio web en español en http://www.alltrials.net/espanol/.
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Evaluación de CIMAvaxEGF para el tratamiento del cán-
cer de pulmón: meta-análisis de ensayos clínicos contro-
lados.
Evaluation of CIMAvaxEGF for the treatment of lung cancer: meta-analysis 
of controlled clinical trials.
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RESUMEN

CIMAvaxEGF es una vacuna terapéutica contra el cáncer enteramente desarrollada en Cuba y licenciada en el país 
para su uso en pacientes adultos con cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP) en etapas IIIB/IV. El objetivo 
de este trabajo es determinar la efectividad de la vacuna del CIMAvaxEGF a través de la técnica de meta-análisis 
combinado. Se efectuó una búsqueda en PubMed de “CIMAvaxEGF”, “vacuna”, se obtuvieron 20 artículos publicados 
por autores cubanos entre el 1 de enero de 1995 y el 30 de septiembre del 2015, donde se describen los resultados 
de los estudios clínicos realizados durante el desarrollo de CIMAvaxEGF, principalmente los publicados por inves-
tigadores cubanos en revistas científicas internacionales arbitradas. Los artículos describen doce ensayos clínicos 
realizados en Cuba de 1995–2015 con CIMAvaxEGF; cinco Fase I con 135 pacientes, un Fase II con 80 pacientes, dos 
Fase III con 520 pacientes, un Fase IV con 513 pacientes, un estudio observacional con 378 pacientes y dos estudios 
promovidos por el investigador con 35 pacientes. De estos estudios fueron seleccionados por la escala de Jadad 
los tres ensayos controlados. El meta-análisis consistió en la construcción del grafico de Forest Plot, el análisis de 
sensibilidad y el análisis acumulado. El meta-análisis arroja resultados favorables a la vacuna CIMAvaxEGF, con he-
terogeneidad moderada (59,4%). El análisis de sensibilidad revela que el ensayo que más difiere de los demás es el 
EC056 Fase II. El análisis acumulativo indica que el resultado es conocido después del segundo ensayo.

Palabras clave: Factor de crecimiento epidérmico, receptor del EGF, cáncer de pulmón de células no pequeñas, tra-
tamiento vacunal, inmunoterapia, vacunas oncológicas.

ABSTRACT

CIMAvaxEGF is a therapeutic cancer vaccine developed in Cuba and fully licensed in the country for use in adult 
patients with lung cancer non-small cell (NSCLC) in stage IIIB / IV. The aims The objective of this work is to determine 
the effectiveness of the CIMAvaxEGF vaccine through the combined meta-analysis technique. A PubMed search 
of “CIMAvaxEGF”, “vaccine”, 20 articles were published by Cuban authors between January 1, 1995 and September 
30, 2015, describing the results of the clinical studies performed. During the development of CIMAvaxEGF, mainly 
those published by Cuban researchers in refereed international scientific journals. Twelve articles describe clinical 
trials in Cuba from 1995-2015 with CIMAvaxEGF; five Phase I with 135 patients, Phase II with 80 patients, two Phase 
III with 520 patients, 513 patients with Stage IV, an observational study with 378 patients and two studies sponsored 
by the investigator with 35 patients. These studies were selected by the Jadad scale the three controlled trials. The 
meta-analysis consisted of the construction of graph Forest Plot, sensitivity analysis and analysis accumulated. The 
meta-analysis shows favorable results to CIMAvaxEGF vaccine, with moderate heterogeneity (59.4%). The sensitivity 
analysis reveals that the test differs from most others is the EC056 Phase II. The cumulative analysis indicates that 
the result is known after the second trials.

Keywords: Epidermal growth factor, EGF receptor, of non-small cell lung cancer vaccine therapy, immunotherapy, 
oncology vaccines.
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Introducción 
En Cuba, el cáncer es la segunda causa principal 

de muerte y la primera causa de años de vida poten-
cialmente perdidos, lo cual ocasiona un impacto sig-
nificativo en la esperanza de vida al nacer. El cáncer de 
pulmón es la enfermedad maligna de mayor incidencia 
y además la causa principal de muerte por cáncer en el 
país. En los años 2005–2007, se reportó anualmente un 
promedio de 4234 nuevos casos de cáncer de pulmón y 

4601 muertes por la enfermedad, para una tasa cruda 
de mortalidad de 54,3 en hombres y 27,3 en mujeres 
por 100 000 habitantes. 

 Si persisten las tendencias demográficas actuales 
y los factores de riesgo, se puede esperar que la inciden-
cia y la mortalidad por cáncer de pulmón aumenten 
significativamente en los próximos cinco años.1 

 Considerando que el aumento de la incidencia y 
la mortalidad por cáncer es un serio problema para la 
salud pública, el Ministerio de Salud Pública de Cuba 
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Attack crocodile. Cuban Crocodile (crocodylus rhombifer). The Cuban crocodile jumps out of the water. Cuba.

ha implementado un Programa Integral de Control del Cáncer 
(PICC), que opera a todos los niveles del sistema nacional de sa-
lud. Este programa constituye un nuevo enfoque terapéutico para 
la enfermedad, donde la biotecnología sirve de puente entre la 
investigación en inmunología básica y la salud pública. En Cuba 
la investigación y el desarrollo de la biotecnología se conciben 
como un ciclo científico completo (ciclo cerrado), desde el con-
cepto hasta la aplicación clínica y comercialización de los produc-
tos. Los ingresos por las ventas del producto se invierten tanto en 
sostener el uso de las inmunoterapias en el sistema nacional de 
salud pública, como en la investigación y desarrollo de nuevas 
modalidades inmunoterapéuticas2,3.

 Aunque las quimioterapias se han convertido en un arsenal 
indispensable para la reducción de la carga tumoral y el aumen-
to de la supervivencia, su impacto en el cáncer de pulmón solo 
es medible en meses, con graves reacciones adversas como carga 
adicional. Por lo general, los pacientes con cáncer de pulmón en-
frentan una etapa inicial de diagnóstico y tratamiento oncológico, 
durante la cual se obtiene la remisión parcial o completa, segui-
da de una segunda etapa, durante la cual la enfermedad progresa 
inexorablemente hacia la enfermedad terminal y la muerte. El 
mecanismo de acción de los productos inmunoterapéuticos, tales 
como los anticuerpos monoclonales (AcM) y las vacunas tera-
péuticas, es mucho más selectivo en la eliminación de las células 
tumorales y puede aumentar la supervivencia de los pacientes 
proporcionándoles una mejor calidad de vida4,5.

  El receptor del factor de crecimiento epidérmico (REGF) 
es un oncogén bien conocido. Su sobreactivación puede inducir 
la transformación de una célula normal en maligna, señalizando 
la inhibición de la apoptosis, proliferación celular, angiogénesis, 
metástasis y de procesos proinflamatorios o inmunosupresores. 

 La vía de señalización y transducción del REGF puede ser 
interrumpida eficazmente por la privación de EGF, inhibición 
directa del receptor con AcM específicos, o moléculas de bajo 
peso molecular que compiten intracelularmente con el adenosín 
trifosfato (ATP) por el sitio de actividad tirosina quinasa del re-
ceptor, con repercusiones negativas sobre la proliferación celular 
y, por consiguiente, sobre el desarrollo del tumor6, 7.

 La inducción de la privación de EGF por la inmunoterapia 
activa es un concepto emergente desarrollado por investigado-
res cubanos, que incluye la manipulación de la respuesta inmune 
del individuo para que genere sus propios anticuerpos efectores 
(Acs) contra el EGF, reduciendo de esta forma el tamaño del tu-
mor o impidiendo su progresión8–12.

 SCIMAvaxEGF es una vacuna activa en la que los pacientes 
son inmunizados con Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), 
lo que genera anticuerpos dirigidos al propio EGF. El producto 
también se formula con la proteína externa P64k de Neisseria 
meningitidis y el ISA 51 de Montanide como coadyuvante para 
potenciar la respuesta inmune60. El receptor del factor de creci-
miento epidérmico (EGFR) es secuestrado por muchos tipos de 
cáncer, incluyendo cánceres de pulmón, colon, riñón y cabeza y 
cuello. Al aumentar los anticuerpos contra EGF, que es el ligando 
principal de EGFR, se reducen las concentraciones de EGF en la 
sangre. Así CIMAvaxEGF no apunta directamente a las células 
cancerosas, pero se espera que trabaje contra estos cánceres ne-
gando a los cánceres el estímulo de crecimiento que requieren. 
Por esta razón, el grupo de Roswell Park piensa que puede resul-
tar más útil como una vacuna preventiva en lugar de como una 
terapia de cáncer per se61.

  CIMAvaxEGF es una vacuna terapéutica contra el cáncer 
desarrollada totalmente en Cuba. Sus ingredientes farmacéuticos 
activos (IFA) se producen en el Centro de Ingeniería Genética 
y Biotecnología (CIGB). La vacuna se formula en el Centro de 
Inmunología Molecular (CIM) y los ensayos clínicos se realizan 
en hospitales que reúnen las condiciones profesionales y tecno-
lógicas para cumplir las normas de Buenas Prácticas Clínicas. La 
prueba de principio (POP, sigla en inglés) del impacto clínico de 
esta novedosa terapia fue posible por la integración del desarrollo 
biotecnológico cubano con el sistema de salud pública y la co-

laboración entre los institutos de investigaciones y los hospita-
les13,14.

 Desde 1995 CIMAvaxEGF se ha sometido a cinco ensayos 
clínicos fase I/II y uno fase II. Los resultados de estas investiga-
ciones condujeron a que el Centro para el Control Estatal de la 
Calidad de los Medicamentos (CECMED) (CECMED), autori-
dad reguladora cubana, concediera la licencia a esta vacuna tera-
péutica para su uso en pacientes adultos con cáncer de pulmón de 
células no pequeñas (CPCNP) en estadios IIIB/IV. Los resultados 
de las investigaciones también se han publicado en varias revistas 
científicas nacionales e internacionales28,49.

 El EGFR está sobreexpresado en muchos tumores epitelia-
les. El EGF es uno de los factores de crecimiento más importan-
tes que estimula el EGFR, de forma parácrina. CIMAvax-EGF es 
una vacuna terapéutica contra el cáncer destinada a inducir an-
ticuerpos contra el EGF. Está compuesto por EGF recombinante 
conjugado a P64 de N.Meningitides como portador y Montanide, 
como adyuvante. Los títulos de anticuerpos contra EGF aumen-
taron con la vacunación y la concentración de EGF en sueros 
mostró una reducción rápida después de la inmunización. La res-
puesta del anticuerpo anti-EGF se correlacionó directamente con 
la supervivencia global. CIMAVax-EGF fue seguro y los eventos 
adversos más frecuentes fueron dolor en el sitio de inyección de 
grado 1-2, fiebre, dolor de cabeza, náuseas, vómitos y escalofríos. 
La vacuna aumentó significativamente la supervivencia de los 
pacientes con NSCLC. La concentración de EGF se midió en la 
línea de base y se encontró que era mucho mayor que en sujetos 
normales. La alta concentración de EGF predijo mayor beneficio 
después de la vacunación. La respuesta de anticuerpos frente al 
EGF es un marcador de supervivencia. La alta concentración de 
EGF podría ser un marcador predictivo de la eficacia de la va-
cuna y un biomarcador de pronóstico pobre para los pacientes 
no vacunados con NSCLC. El valor predictivo y pronóstico de la 
concentración de EGF se validará prospectivamente62.

  La vacunación con CIMAvax-EGF fue segura y prolongó 
la vida de pacientes con cáncer de pulmón de células no peque-
ñas, sobre todo en aquellos con altos niveles de EGF en sangre al 
inicio58.

 CIMAvaxEGF es una vacuna del CIM para el tratamiento de 
cáncer de pulmón. Para su aprobación se hace necesaria una fase 
de experimentación en la que se evalúan los efectos de los tra-
tamientos usuales. Para ello se hace necesario primeramente un 
proceso de selección de los ensayos clínicos que se realiza según 
el criterio PRISMA15-17. 

 El objetivo de este artículo es revisar las investigaciones clí-
nicas realizadas durante el desarrollo de esta novedosa vacuna 
terapéutica cubana contra el cáncer, principalmente sobre la base 
de estudios publicados por investigadores cubanos en revistas 
científicas internacionales arbitradas

Métodos
En Medicina, meta-análisis es el estudio basado en la inte-

gración estructurada y sistemática de la información obtenida en 
diferentes ensayos clínicos, sobre un problema de salud determi-
nado. Consiste en identificar y revisar los estudios controlados 
sobre un determinado problema, con el fin de dar una estimación 
cuantitativa sintética de todos los estudios disponibles. Dado que 
incluye un número mayor de observaciones, un meta-análisis tie-
ne un poder estadístico superior al de los ensayos clínicos que 
incluye.

 Un meta-análisis clínico se basa principalmente en una in-
tegración o reciclaje entre la información ya obtenida y poder ob-
tener un análisis mayor.

 El primer meta-análisis clínico fue realizado por Karl Pear-
son en 1904, en un intento de superar el problema del reducido 
poder estadístico de los estudios con pequeños tamaños muéstra-
les; si se analizan los resultados de un grupo de estudios similares, 
se puede alcanzar una valoración más exacta de los efectos.
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Tabla 1. Ensayos clínicos realizados en Cuba con la vacuna terapéutica anticancerosa de EGF, 1995–2015

Leyenda: RPCEC (Registro Público Cubano de Ensayos Clínicos)
QVV: Quimioterapia-Vacuna-Vacuna
VQV: Vacuna-Quimioterapia-Vacuna

  En Estadística, un meta-análisis se refiere al conjunto de 
métodos enfocados a contrastar y combinar los resultados de di-
ferentes estudios; con la esperanza de identificar patrones entre 
los resultados de estudio, las fuentes de desacuerdo entre dichos 
resultados, u otras relaciones interesantes que pueden salir a la luz 
en el contexto de múltiples estudios.

  En su más simple forma, se lleva a cabo al identificar una 
medida común del tamaño de efecto; del cual un promedio pon-
derado podría ser el dato de salida en un meta-análisis. La ponde-
ración podría estar relacionada con tamaños de muestra dentro de 
los estudios individuales.

 El objetivo general de un meta-análisis radica en estimar con 
mayor fuerza el tamaño real de efecto, en contraste a uno menos 
preciso derivado en un solo estudio bajo un sencillo conjunto de-
terminado de supuestos y condiciones.

 En la Tabla 1 se dispone de 12 ensayos clínicos, de estos se re-
chazan 5 por ser ensayos piloto, que tienen como objetivo definir 
las condiciones de experimentación, y 4 por ser no controlados, 
o sea no tener un brazo de contraste o control. Este proceso es 
rectorado por los criterios PRISMA que pueden ser consultados 
en [15], ver Figura 1. Se incluyen finalmente 3 ensayos controla-
dos: EC056, EC081, EC111. En la Tabla 2 se resume el tamaño de 
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Tabla 2: Población incluida

Figura 1. Proceso de selección de los estudios con la vacuna CIMAvaxEGF

Tabla 3: HR y error estándar

cada uno de los ensayos, y la proporción de población dentro del 
meta-análisis. Al final se obtiene que: el tamaño de la población 
total en estos tres ensayos es de (13.3%, 67,3%; 19.4%) de 600 pa-
cientes49-55.

Se seleccionó para evaluar el tamaño del efecto, el Hazard 
Ratio (HR), sugerido en para este tipo de datos (tiempo hasta el 
evento)15. En la Tabla 3 se resumen los tamaños de efecto obte-
nidos, así como su error estándar, datos estos necesarios para la 
implementación del meta-análisis. 

En esta sección se resumirán los resultados obtenidos de la 
aplicación de los modelos a cada vacuna de forma independiente, 
y posteriormente se unirán buscando el tamaño de efecto combi-
nado. Para realizar el meta-análisis se utilizó el software Review 
Manager 5 Versión 5.0.20 y los métodos para analizarlos. Se asume 
el modelo de efectos fijos, pues se dispone de los datos individua-
les de cada ensayo15, 17.

 En la Figura 2 se muestran los resultados de HR y su inter-
valo de confianza del 95%. Hay dos indicadores de que el efecto 
combinado es favorable a la vacuna: el p-valor, que se encuentra 
por debajo de 0.05, y el z-valor, que es mayor en módulo que 1.96 
que es el valor crítico de admisión, o sea el valor que marca la re-
gión donde el efecto no es significativo. Se muestran los resultados 
del Forest Plot, de la prueba de heterogeneidad el valor de I2 y 
su intervalo de confianza que corrobora los resultados anteriores.

El ensayo de mayor peso 37.1% es el EC056, por la consisten-
cia de los datos. Se chequeó la heterogeneidad según los criterios 
Cochrane15. Se puede concluir parcialmente que el efecto es favo-
rable a la vacuna CIMAvaxEGF, pues el diamante (que representa 
el efecto combinado y sus intervalos de confianza) no atraviesa la 
hipótesis nula. En la Figura 3 se muestra el análisis de sensibilidad, 
necesario para revelar cual es el estudio más discordante. En la 
misma aparece el HR y su intervalo de confianza al 95% omitiendo 
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Figura 2: Forest plot para el modelo de efectos fijos

Figure 3: Análisis de sensibilidad EGF
En esta salida de Review Manager 5 Versión 5.0.20 es posible observar que el estudio que más difiere de los demás es el EC111, pues 

cuando es omitido el I2  desciende al 0%

Conclusiones
El meta-análisis combinado arroja resultados favorables a la 

vacuna CIMAvaxEGF, con un HR de 0.57.
El análisis de sensibilidad revela que el ensayo que más difiere 

de los demás es el EC111 Fase III.
El análisis acumulativo  refleja que el estudio que menos apor-

ta al meta-análisis fue el último      incluido.

Recomendaciones
Repetir el meta-análisis incluyendo los nuevos ensayos que se 

vayan terminando para aumentar poder estadístico  al estudio.
Predecir el tamaño del  efecto de los nuevos ensayos a través 

de la inferencia de los valores de  supervivencia.
Segmentar la población en  grupos temporales de superviven-

cia.
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Evaluación de las condiciones de cultivo de Lactobacillus 
acidophilus y Lactobacillus casei a nivel de laboratorio, 
con inulina como fuente de carbono.
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casei on laboratory scale, with inulin as carbon source.
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RESUMEN

Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei son bacterias ácido lácticas que funcionan como probioticos, gene-
ralmente son usadas para la formulación de alimentos funcionales y crecen en condiciones de cultivo similares. 
Ambas especies de Lactobacillus metabolizan azúcares específicos. La inulina es un fructooligosacárido cuya fun-
ción prebiótica contribuye a la proliferación de la micro-flora intestinal y evita el crecimiento de microorganismos 
patógenos. En el presente trabajo se evaluó la concentración de inulina tanto de grado molecular como de grado 
reactivo, así como el pH del medio en sistemas fermentativos aerobios. Se obtuvo un medio óptimo para el creci-
miento de Lactobacillus casei suplementado con 43,1g/L de inulina grado reactivo a un pH de 7,47; para Lactobaci-
llus acidophilus se requiere de mayores estudios para determinar las condiciones óptimas tanto de concentración 
de inulina como de pH.

Palabras clave: Fermentación aeróbica, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, inulina, pH.

ABSTRACT

Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei are lactic acid bacteria that function as probiotics, are generally 
used for the formulation of functional foods and the bacteria growth happens under similar culture conditions. Both 
species of Lactobacillus metabolize specific sugars. Inulin is a fructooligosaccharide whose prebiotic function con-
tributes to the proliferation of intestinal micro-flora and prevents the growth of pathogenic microorganisms. In the 
present work, the inulin concentration of both molecular grade and reactive grade was evaluated, as well as the pH 
of the medium in aerobic fermentative systems. An optimal growth medium for Lactobacillus casei supplemented 
with 43.1 g/L of reagent grade inulin was obtained at a pH of 7.47. For Lactobacillus acidophilus further studies are 
required to determine the optimal conditions for both inulin concentrations and pH.

Key words: Aerobic fermentation, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, inulin, pH.
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Introducción
Existe una problemática en torno a las enfer-

medades de tipo gastrointestinal que desencadenan 
cuadros patológicos importantes en humanos como: 
gastritis, colon irritable e incluso cáncer. Estudios han 
demostrado que una de las soluciones menos agresi-
vas y más efectivas recae en el consumo de productos 
que contengan probióticos, esto se debe a que dichos 
microorganismos tienen la habilidad de reconstruir la 
flora intestinal mejorando así el proceso de digestión1. 
Las enfermedades infecciosas bacterianas son tratadas 
generalmente con antibióticos, estos al ser de amplio 
espectro eliminan a los patógenos conjuntamente con 
la micro-flora intestinal benéfica; además de que los 
efectos de los antibióticos son agresivos, estos pueden 
generar resistencia por parte de los patógenos2. Estos 
problemas han generado la necesidad de buscar nue-
vos métodos que beneficien de manera directa a la re-
construcción de la flora intestinal. Se ha propuesto al 
consumo de probióticos como la alternativa más eficaz 
para atacar los distintos problemas presentados.

 Los probióticos son microorganismos, general-
mente bacterias ácido lácticas (LBA), que poseen la 

habilidad de modificar la microbiota intestinal evitan-
do la generación de microorganismos patógenos en el 
sistema digestivo3. Los Lactobacillus spp. son bacterias 
acido lácticas Gram positivas anaerobias aero-toleran-
tes y homofermentativas; la mayoría de especies for-
man parte del consorcio microbiano del tracto intes-
tinal4.

 Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei tie-
nen un efecto protector en el sistema gastrointestinal 
debido a su importante rol en el sistema inmune. Por 
ejemplo, L. acidophilus evita la adherencia de Candi-
da albicans en el tracto digestivo impidiendo la pro-
ducción de biofilms de la levadura ya que reducen su 
capacidad filamentosa, mediante la regulación inmu-
nológica mediada por citoquininas5. Otro ejemplo de 
respuesta inmunológica es dado por L. casei, este con-
tribuye a la disminución de células cancerígenas en un 
80 % debido a su actividad antitumoral, evidenciadas 
en con-cultivos con células epiteliales cancerosas6.

 La inulina es un fructooligosacárido (FOS) com-
puesto por una cadena lineal de fructosas unida por 
enlaces β 1-2; en su extremo reductor se encuentra 
vinculada una molécula de glucosa por enlaces α 1-2. 
Dicho azúcar posee funciones prebióticas en bacterias 
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LBA, generando efectos protectores inmunológicos; esto se da 
mediante el metabolismo de la molécula y su almacenamiento 
final en la célula7.

 La importancia de esta investigación recae en la obtención 
de datos útiles para procesos de masificación. Esto permitirá 
formular alimentos funcionales donde exista una relación pro-
ductiva entre el crecimiento de Lactobacillus y el consumo del 
prebiótico; además, los datos generados permitirán la mejora de 
condiciones de cultivo y disminución de tiempos de fermenta-
ción mediante la optimización de las condiciones de cultivo con 
el fin de generar las mayores concentraciones de biomasa de am-
bas cepas (L. acidophilus y L. casei). La importancia de la evalua-
ción de propiedades físico-químicas en el crecimiento bacteriano 
recae en la influencia del pH en el metabolismo de la inulina por 
los probióticos en condiciones de fermentación aerobia. Los pa-
rámetros cinéticos (rendimientos, velocidades de crecimiento, 
tiempo de duplicación, consumo de sustrato, etc.) fueron anali-
zados y relacionados entre sí para desarrollar un medio de cultivo 
óptimo que sea la base de la formulación de un producto alterna-
tivo y económico en el que se emplee a la inulina como prebiótico 
el Lactobacillus spp. (alimento funcional simbiótico).

Métodos

Cultivo de Lactobacillus
Para la activación de Lactobacillus acidophilus ATCC ® 314 y 

Lactobacillus casei ATCC ® 334. Se cultivó en caldo MRS modi-
ficado y se incubo cada producto liofilizado en un periodo de 72 
horas a 37°C y 127 rpm. Una vez activadas las cepas se preservó el 
cultivo madre a 4°C y se realizaron sub-cultivos cada 3 semanas.

 Se modificó el medio MRS para el crecimiento de Lactoba-
cillus spp. basándose en la composición del medio original8. Ob-
teniendo así la siguiente formulación: nitrato de amonio 2,85g/L 
(Merck ®); acetato de sodio trihidratado 5g/L (Fisher Chemicals); 
sulfato de manganeso hidratado 0,05g/L (Loba Chemie); fosfato 
de sodio2 g/L (AppliChem GmbH-an ITW Company); tween-80 
1g/L; peptona 10g/L (Merck ®); dextrosa 20g/L (Becton, Dickin-
son & Company); extracto de levadura 5g/L (Becton, Dickinson 
& Company); caldo cerebro corazón 10g/L (Becton, Dickinson 
& Company).

Determinación de parámetros cinéticos
Cada ensayo realizado en este proyecto fue analizado con 

respecto a la obtención de los siguientes parámetros cinéticos: ve-
locidad de crecimiento, velocidad máxima de crecimiento, tiem-
po de duplicación, productividad global, productividad máxima 
y rendimientos.

Ensayos de selección de pH
Para este ensayo se realizó un medio basal MRS modificado 

(sin fuente de carbono), donde se agregó por separado 30g/L de 
inulina grado reactivo (BeneoTM GR) y 30g/L de inulina grado 
molecular (Inulin from chicory sigma ®). Para evitar que el pH de 
los medios de cultivo varié después de su esterilización e inocula-
ción, se completó el volumen final del medio con tampones: para 
los medios que varían entre pH de 3,5 a 5,5 se usó tampón citrato 
1M y para los medios que varían entre pH de 6 a 7,5 se completó 
con tampón Tris base HCl 0,01 M. Posteriormente, se inoculó 
ambas cepas por separado en los distintos tratamientos y se incu-
bó los tubos de ensayo a 37°C, 127 rpm por 72 horas.

Ensayos de selección de inulina
Se formuló el medio basal MRS caldo modificado a un pH 

constante de 6,5. Posteriormente se añadió inulina al medio en un 
rango de 10 a 50g/L de concentración en intervalos de 10g/L.9 Se 
inoculó ambas cepas por separado en los distintos tratamientos y 

se incubó los tubos de ensayo a condiciones constantes de 37 °C, 
127 rpm por 72 horas.

Diseño experimental
Se planteó un diseño central compuesto rotacional (DCCR) 

2^k, para permitir el análisis del proceso de optimización de los 
medios, a partir de los datos obtenidos en los ensayos de selección 
de pH e inulina. Las variables de estudio fueron la variación de 
pH y la variación en la concentración de inulina; mientras que 
la variable de respuesta fue la concentración de biomasa (g/L); 
obteniendo una ecuación de segundo orden.

Optimización de concentración de inulina y pH
Para la validación se utilizó medio MRS caldo basal modifi-

cado, empleando el medio optimizado resultante del diseño ex-
perimental. Se usó la fórmula cuadrática (ecuación 1) dada en el 
diseño de superficie de respuesta para obtener los valores ideales 
de las variables de estudio (pH y concentración de inulina).

Ecuación1. Fórmula cuadrática dada en el diseño de superficie de res-
puesta para obtener los valores ideales de las variables de estudio

Se inoculó 2,02 x 10-1 g/L de Lactobacillus casei y se midió 
la biomasa por densidad óptica para el crecimiento de biomasa 
como el consumo de sustrato a 600nm y 540nm respectivamente. 
Se añadió el análisis de rendimientos y su comparación con el 
crecimiento bacteriano.

Análisis de datos
Se emplearon los softwares EXCEL 2010, STATISTICA ver-

sión 13.0 e IBM SPSS Statistics 24 para la obtención de datos de 
selección de las variables de pH y concentración de inulina tanto 
grado molecular como grado reactivo. También se empleó am-
bas herramientas para la formulación y recopilación de datos del 
diseño experimental. Todos los experimentes fueron analizados 
con un nivel de confianza del 95%. En los ensayos de selección 
tanto de pH como de inulina, se realizó un análisis de contras-
te de medias. Se analizó cada grupo de muestras de variable de 
respuesta (crecimiento de biomasa) con su respetiva variable in-
dependiente; además se contrasto la linealidad de las muestras. 
Obteniendo en todos los ensayos un error estándar menor a 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN.

Ensayos de selección de pH.
Se obtuvo mayor crecimiento de L. acidophilus a pH 6,5 con 

inulina grado molecular y 7,5 con inulina grado reactivo com-
parado con los otros tratamientos (figura 1). Esto se debe a que 
en sistemas aerobios el crecimiento de biomasa se favorece a pH 
neutros; donde el potencial de reducción juega un papel impor-
tante en el metabolismo de las moléculas. Los crecimientos de las 
cepas no entran en los rangos estándares mencionados en fichas e 
investigaciones previamente realizadas (pH básicos). Un estudio 
previo10, demuestra que los parámetros de agitación y el uso del 
sustrato contribuyen a que la cepa se desarrolle en pH más bá-
sicos. Por lo tanto, se sugiere que el pH tiene influencia sobre el 
desarrollo de L. acidophilus interviniendo en rutas de producción 
de metabolitos o la inhibición de los mismos. Otra investigación 
demostró que el pH óptimo para la masificación de L. acidophilus 
se encuentra en un rango de 6 hasta 7,5.11

En esta investigación se comprobó que existió mayor creci-
miento de biomasa de L. casei a pH 7 con inulina grado molecular 
y pH 7,5 con inulina grado reactivo (figura 1). Diferentes investi-
gaciones demuestran que L. casei tiende a crecer a pH más básico 
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en fermentaciones discontinuas, con un rango de variación gene-
ralmente entre 6,5 a 712.

 Se puede apreciar la factibilidad de masificación de las dos 
cepas a pH neutrales en un rango de 6,5 a 7,5, que coincide con el 
pH del medio de cultivo comercial MRS, disminuyendo el uso de 
soluciones reguladoras de pH.

Ensayos de selección de inulina.
Las concentraciones de biomasa obtenidas fueron 45.9mg/L 

y 68.4mg/L de L. acidophilus y L. casei respectivamente a una 
concentración inicial de 45g/L de inulina grado molecular (figura 
2). Este resultado sugiere que este tipo de inulina, al ser pura y no 
contener trazas de otros carbohidratos, permite ser aprovechada 
por las bacterias generando mayor crecimiento en más de una 
especie de Lactobacillus. El mejor prebiótico para a masificación 
de especies de Lactobacillus es la inulina, una investigación pre-
via permito observar un crecimiento a las 24 horas de L. casei 
(8,48 +/- 0,05 UFCmL-1) y L. acidophilus (8,08+/- 0,07 UFCmL-1) 
utilizando inulina grado molecular13. Se sugiere que la inulina es 
metabolizada por algunas especies de la misma forma debido a 
su pureza; en dicho estudio no existe diferencia significativa en 
la biomasa final de ambas cepas, a diferencia de los resultados 
presentados en este ensayo en particular donde L. casei alcanza 
una mayor concentración de biomasa, demostrando una mejor 
capacidad en metabolizar este fructooligosacarido, debido a pro-
duce enzimas apropiadas.

La inulinasa es la enzima predilecta para cortar los enlaces b 
1-2 de la inulina, convirtiendo al FOS en monómeros de glucosa 
y fructosa; esta es producida por muchas bacterias, en especial 
Lactobacillus spp. estudios demuestran que la producción de la 
enzima genera inhibición de producto14. Investigaciones previas 
indican que la acción de la inulinasa sobre la inulina varía se-
gún el pH; la enzima degrada una molécula de inulina de manera 

completa a pH 5-7, mientras que a pH bajos la inulinasa degrada 
moléculas mediante el rompimiento de enlaces de manera aleato-
ria15. Esto sugiere (según las condiciones de cultivo del presente 
estudio) que el método de acción de la inulinasa combinada con 
el pH, contribuyó en el crecimiento bacteriano, debido al rompi-
miento del fructooligosacárido en monómeros, facilitando pro-
cesos metabólicos.

 Con inulina grado reactivo los resultados obtenidos fueron; 
42.2mg/L de L. acidophilus a 50 g/L de FOS y 73.3mg/L de L. 
casei a 35g/L de FOS (figura 2). Los resultados demuestran que 
al usar inulina grado reactivo se obtiene mayo concentración de 
biomasa; esto se debe a que el reactivo no es 100% puro y contiene 
trazas de otros azúcares como glucosa, fructuosa y sacarosa. Lo 
cual sugiere que existe un mayor aprovechamiento de fuente de 
dichos azúcares más simples además de la inulina (especialmente 
por parte de L. casei), también se propone que las trazas activan 
de forman positiva la duplicación celular inicial.

 Se ha propuesto mediante estudios que la inulina tiende a 
reducir tiempos de fermentación para la producción de metabo-
litos como el ácido láctico y promueve el crecimiento de probióti-
cos como L. casei16. En este ensayo la inulina grado reactivo com-
binada con la cepa L. casei presentaron la mayor concentración 
celular, lo que concuerda con la literatura citada. Beneficiando 
económicamente a la posible producción de un probiótico a esca-
la industrial en el país.
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Curvas de crecimiento previas a la optimización 
del proceso.

Para L. acidophilus la concentración de biomasa final fue de 
4,31x10-1 g/L, obteniendo un crecimiento exponencial a partir 
de las seis horas de incubación hasta decima hora. Un estudio 
realizado determinó que a partir de la tercera hora existe un cre-
cimiento exponencial de la bacteria hasta la hora doceava hora 
en un medio suplementado con suero de leche y 1% de inulina17; 
a diferencia de esta investigación donde la biomasa tiene un pe-
riodo de adaptación más prolongado y una fase exponencial más 
corta. La fase de adaptación fue más larga debido a que la degra-
dación enzimática de inulina tarda a comparación de sustratos 
más simples, por consiguiente, la bacteria requiere de un gasto 
energético mayor. Sin embargo, otros estudios concuerdan con 
el presente trabajo concuerdan que la fase estacionaria de L. aci-
dophilus se da a partir de la décima y onceava hora.

 Se obtuvo una   de 0,78 h-1 para L. acidophilus presentado 
un crecimiento exponencial a partir de las 4 horas de incubación 
hasta la doceava hora; los parámetros cinéticos se encuentran 
descritos en la tabla 1. Comparando con estudios propuestos18, 
donde se establece una   de 1,0 h-1, se debe tomar en cuenta que 
el estudio con el que se compara utilizó otras fuentes de carbono 
como lactosa y por lo tanto la velocidad de crecimiento es mayor, 
y se sugiere que procesos energéticos influyen en el metabolismo 
de moléculas complejas como la inulina, es decir el microorga-
nismo consume inicialmente las moléculas más simples para dar 
paso al consumo de azúcares más complejos como la inulina. 
La ruta metabólica presentada en estudios previos, indica que 
el sistema de degradación de inulina es complejo, inicia con la 
conversión del FOS en monómeros de fructosa y glucosa hasta 
obtener productos finales como succinato, acetato y etanol19; este 
gasto energético es representativo e influye en la producción de 
biomasa incluyendo su velocidad de crecimiento.

 En L. casei la concentración de biomasa final fue de 5,58 
x10-1 g/L, obteniendo un crecimiento exponencial a partir de las 
4 horas de incubación hasta la doceava hora; además, se deter-
minaron los parámetros cinéticos descritos en la tabla 1. Una 
investigación realizada20, determinó que la fase exponencial 
duró aproximadamente 10 horas, de manera similar a esta in-
vestigación. Adicionalmente, el estudio indica que la velocidad 
específica de crecimiento máxima para Lactobacillus utilizando 
glucosa como fuente de carbono es de 0,25 h-1; mientras que en 
el presente trabajo se obtuvo µmax de 0,307 h-1. Aunque la va-
riación de velocidades no es grande, se sugiere que su diferencia 
se debe al uso de sustratos diferentes y la concentración inicial 
del inóculo.

Optimización de concentración de inulina y pH.

La superficie de respuesta generada para el DCCR de L. 
acidophilus con inulina grado molecular (ver figura 3), se ajustó 
en un 94,93% al modelo matemático propuesto y el mejor ren-

Tabla 1. Parámetros cinéticos de L. acidophilus y L. casei.

dimiento (Yx/s) alcanzado en el ensayo fue de 0,59 (g/g) en el 
tratamiento de pH 6,5 y 31g/L de inulina grado molecular. Exis-
tió significancia estadística para las variables cuadráticas; al con-
trario de la interacción de las variables y su efecto lineal. Lo que 
sugiere un buen ajuste al modelo ya que los términos cuadráticos 
proveen la curvatura en la superficie; además estos analizan cada 
factor con los resultados promedios, obteniendo así una ecua-
ción de segundo orden.21

 La superficie de respuesta generada en el DCCR de L. aci-
dophilus con inulina grado reactivo (ver figura 3), se ajustó al 
modelo matemático a un 70,78%; el rendimiento (Yx/s) más alto 
alcanzado en este ensayo es de 0,11 g/g en un medio de pH 8 y 
40g/L de inulina grado reactivo. No existió significancia estadís-
tica en la combinación de variables ni en su expresión lineal o 
cuadrática, lo que implica que el modelo matemático propuesto 
no es el más adecuado, y a futuro se debe proponer más ajustes en 
los niveles de las variables del diseño experimental.

 Se puede apreciar en las figuras de superficie de respuesta 
(figura 3) que los puntos extremos de las variables son posibles 
puntos óptimos para el crecimiento de L. acidophilus con inuli-
na grado molecular. Mientras que el diseño de L. acidophilus con 
inulina grado reactivo demostró que el mejor crecimiento bacte-
riano se obtiene a menores porcentajes de inulina; el rango de pH 
es muy amplio por lo que no existió diferencia en el crecimiento 
con respecto a esta variable.

La superficie de respuesta L. casei con inulina grado molecu-
lar (ver figura 3), se ajustó en un 64,57% al modelo matemático. 
El mejor rendimiento (Yx/s) alcanzado en el ensayo fue de 0,26 
g/g en el medio suplementado con 31g/L de inulina grado mole-
cular y ajustado a un pH de 7. No existió significancia estadística 
tanto de los efectos cuadráticos como los efectos lineales de las 
variables, así en la combinación de las mismas. Esto da lugar a la 
interpretación de que el diseño no poseía valores significativos de 
ambas variables con respecto al crecimiento de L. casei.

 La superficie de respuesta de L. casei con inulina grado reac-
tivo (ver figura 3), se ajustó al modelo matemático en un 99,92%, 
lo cual sugiere la optimización del medio de cultivo a pH de 7,465 
y a 43,1g/L de inulina para la masificación de la bacteria (datos 
obtenidos a partir de la ecuación dada por el modelo). También 
se obtuvo un mejor rendimiento (Yx/s) en cuanto al consumo 
de sustrato  de 0,24 (g/g) en el tratamiento de pH 7 y 2,5g/L de 
inulina grado reactivo. Comparando con un estudio22, se deter-
minó que la bacteria crece mejor en pH más neutrales (6,5 - 7); 
contrastando con los resultados obtenidos, concuerdan los valo-
res de rendimientos y los puntos óptimos de pH que arroja el 
experimento.

Validación del medio de cultivo optimizado
Para los ensayos de validación del medio optimizado se de-

terminaron las variables a partir de la formula dada por el modelo 
matemático (ecuación 1) de la siguiente manera:

Los ensayos de validación del diseño experimental que im-
plica la inoculación de L. casei en un medio regulado a pH 7,5 
y a 43,1g/L de inulina grado reactivo; presentaron rendimientos 
(Yx/s) superiores a 0,55 (6,8 g/g), esto indica el aprovechamiento 
de inulina por parte de bacteria. Adicionalmente se alcanzó una 
concentración final de biomasa de 215 mg/L a las 72 horas de 
incubación en tubo de ensayo.

 El medio ideal sugerido permitió obtener valores superiores 
tanto de velocidad específica de crecimiento (2,71 x10-3 h-1) como 
de rendimientos de consumo de sustrato y productividad global 
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(   = 0,68 g/g y   7,75 x10-4 g/Lh), presentado mejores resultados 
que los obtenidos a lo largo de la investigación.

CONCLUSIONES
Se equilibró el nivel de pH del medio mediante el uso de 

tampones, esto contribuyó a disminuir errores entre réplicas y 
unidades experimentales. El rango de pH estudiado fue muy am-
plio, lo cual dificultó el proceso de optimización de este paráme-
tro para cada cepa; sin embargo, se obtuvo un medio ideal para 
el crecimiento de L. casei, que existe una significancia estadística 
de pH tanto en su expresión cuadrática como lineal. Además los 
resultados obtenidos en la validación del medio se asemejan a los 
propuestos por el modelo matemático (concentraciones de bio-
masa mayores a 0,4 g/L).

 Los porcentajes ideales propuestos para el medio masifican-
te de ambos tipos de inulina varían. Esto se debe a que existe 
una diferencia en la pureza de los prebióticos, influenciando en 
el crecimiento de las cepas; los resultados de selección del FOS 
demuestran que el uso de inulina grado reactivo genera mayor 
concentración de biomasa a comparación de inulina grado mo-
lecular. Es por esto que el medio optimo propuesto utiliza dicha 
inulina, la cual contiene trazas de otras fuentes de carbono para 
el crecimiento de L. casei. Pese a que ambas cepas pertenecen al 
mismo género, se pudo visualizar diferencia significativa en el 
crecimiento y desarrollo de cada especie. Aunque los resultados 
se asemejen, su comportamiento es distinto.
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RESUMEN

Utilizando la técnica PCR en Tiempo Real, que es más sensible, específica y rápida que las técnicas convencionales, 
se ha logrado la determinación de algunos patógenos alimentarios de forma inmediata como por ejemplo: Salmo-
nella sp.; que en pequeñas cantidades es capaz de causar enfermedades gastrointestinales resultando riesgoso para 
la salud del consumidor, la ingesta de alimentos sin control sanitario. La presente investigación se realizó con el ob-
jetivo principal de identificar y cuantificar mediante PCR en Tiempo Real la presencia de Salmonella sp. y ADNr 16S 
bacteriano en alimentos de establecimientos cercanos a la Universidad Politécnica Salesiana. Se tomaron muestras 
de diez locales y se analizaron por triplicado para posteriormente aplicar los análisis estadísticos pertinentes. Como 
resultado, utilizando la prueba estadística no paramétrica Kruskall-Wallis se detectó en el 100% de las muestras la 
presencia de la secuencia de ADNr 16S, que mostró significancia estadística; mientras que la evaluación de la se-
cuencia SPI-1, un gen de virulencia para Salmonella sp., el 6,7% de casos positivos y se reveló que no existe diferencia 
significativa. Mediante las curvas estándar de cada secuencia, se logró cuantificar la carga bacteriana para 16S en 
un promedio de 51 ug/mL y para el caso de Salmonella sp. una concentración en el rango de 0,766 a 0,0170 ug/mL.

Palabras clave: Salmonella sp., ADNr 16S bacteriano, PCR en Tiempo Real, alimentos.

ABSTRACT

By using the real-time PCR technique, which is more sensitive, specific and faster than conventional techniques, the 
determination of some food pathogenic microorganisms has been achieved immediately, as in the case of Salmo-
nella sp.; which in minimal amounts is capable of causing gastrointestinal diseases resulting dangerous to the health 
of the consumer, the intake of food without health control. The present study was carried out with the principal 
objective of identifying and quantifying by Real Time PCR the presence of Salmonella sp. and 16S bacterial rDNA in 
samples of food adjacent to the Salesian Polytechnic University. About ten establishments were investigated and 
samples were analyzed in triplicate for subsequent statistical analyzes. As a result, the presence of 16S bacterial 
rDNA was detected in 100% of the samples using Kruskall-Wallis non-parametric statistical test, which showed sta-
tistical significance; while the evaluation of the SPI-1 sequence, a virulence gene for Salmonella sp., 6.7% of positive 
cases and it was revealed that there is no significant difference. By means of the standard curves of each sequence, 
the bacterial load for 16S was quantified in an average of 51 ug/mL and in the case of Salmonella sp. A concentration 
in the range of 0.766 to 0.0170 ug/mL.

Key words: Salmonella sp., bacterial 16S rDNA, real-time PCR, foods.
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Introducción
Las enfermedades transmitidas por alimentos son 

una gran amenaza a la salud pública en todo el mundo 
y son una causa importante de mortalidad1. Aunque 
muchas son leves y se asocian a síntomas gastrointes-
tinales básicos, en algunas ocasiones las enfermedades 
transmitidas por agua y alimentos (ETA´s) pueden re-
sultar mucho más peligrosas para la vida de los consu-
midores en edades tempranas2.

El género Salmonella constituye uno de los gru-
pos de microorganismos patógenos más relevantes en 
el mundo, provocando serias enfermedades gastroen-
teríticas en humanos y animales3.La principal fuente 
de contagio es la ingesta de comida infectada; algunos 
productos pueden ser carnes, aves, lácteos, huevos y 
verduras mal lavadas y preparadas; ya que un incorrec-
to procesamiento contamina los alimentos4.

Por su parte, ADNr 16S   bacteriano es una se-
cuencia ampliamente utilizada como un marcador 
evolutivo que se encuentra presente en todas las célu-
las bacterianas; sirve para rastrear carga bacteriana por 
ejemplo en alimentos y agua; es un gen constitutivo 
debido a que se presenta consecutivamente y tiene un 
tamaño adecuado para realizar análisis, a más de ser 
fácil de aislar y  caracterizar5.

La presente investigación muestra la carga bacte-
riana y la presencia de Salmonella sp. en muestras de 
alimentos utilizando la técnica PCR en Tiempo Real 
como una herramienta sensible, específica y rápida 
para la determinación de patógenos hasta en mínimas 
cantidades.
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Materiales y Métodos

Localización y tamaño de la muestra:
El presente estudio se llevó a cabo en los Laboratorios de 

Ciencias de la Vida (CIVABI) de la Universidad Politécnica Sale-
siana Quito, Sede El Girón. Las muestras de alimento fueron tres 
de diez locales adyacentes a la Universidad.

Recolección de Muestras Para Análisis:
“La recolección de las muestras de alimentos se realizó en 

base a la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1529-2:99 donde se 
encuentra definida la metodología de muestreo para alimentos 
de comida rápida”.6

El almacenamiento se lo realizó en conformidad con la nor-
ma para continuar con un pre enriquecimiento de las muestras 
en agua peptonada, lo cual permite conservar las bacterias en óp-
timas condiciones para los análisis.

Extracción de ADN de las muestras:
Utilizando High Pure PCR Template Preparation Kit, se 

agregó en un tubo eppendorf de 1,5 mL libre de nucleasas, 200µL 
del material de muestra, para continuar con las indicaciones del 
fabricante.

Se transfirió la muestra a un tubo de purificación con su fil-
tro específico y se realizó una centrifugación por un minuto a 
8000 x g. Para terminar, se agregó 200 µL de buffer de elución 
precalentado a 70ºC al tubo de filtrado y se almacenó a -20ºC 
para los análisis posteriores.7

Para la identificación de ADN se utilizó el equipo Light-
Cycler® 2.0 de Roche, con los kits de amplificación de ADN en 
Tiempo Real.

Técnica PCR en Tiempo Real.:
Posterior a la purificación del ADN, se procedió a la aplica-

ción de la técnica de PCR, se colocaron 5 μL de la muestra y se 
adicionó 10,2 μL de Agua grado Biología Molecular, 0,4 μL del 
Primer FW, 0,4 μL del Primer RW y 4μL de la Master Mix Sybr 
Green I (ya adicionada la enzima) en cada capilar con capacidad 
de 20 μL, se centrifuga a 3.000 rpm durante 5 segundos y se co-
loca en el carrusel del equipo para realizar la prueba en Tiempo 
Real.

Los resultados de la amplificación se compararon con un 
control positivo representado por un estándar bacteriano ATCC, 
E. coli para determinar ADNr 16S y una cepa certificada de Sal-
monella para determinar Salmonella sp., cultivados en el labora-
torio de Microbiología, finalmente se utilizó un control negativo: 
5 μL de agua ultra-estéril.

La técnica de PCR en Tiempo Real se llevó a cabo según el 
protocolo de LC FS DNA Master PLUS HY-Pb, 96 react. Light-
Cycler (Roche Diagnostics), el cual consiste en 40 ciclos com-
puestos por cuatro pasos: Desnaturalización: 95ºC, 10 min;  Ali-
neamiento: 62ºC, 10sg; Melting: 95ºC, 0; Enfriado: 40ºC, 30sg.

Se realizaron dos Curvas Estándar para cuantificar tanto 
Salmonella sp. y ADNr 16S utilizando muestras con concentra-
ciones conocidas que fueron previamente cuantificadas en el 
equipo fluorimétrico: Qubit. Los datos fueron incorporados al 
software del LightCycler, para así poder cuantificar cada una de 
las muestras desconocidas. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN.

Cuantificación mediante PCR en tiempo real de 
ADNr 16S en las muestras de alimento

De cada una de las muestras de hamburguesa analizadas en 
esta investigación, se logró detectar mediante la técnica un total 
de 100% de casos positivos para esta secuencia.

En la Tabla 1 se observa que el establecimiento J presentó la 
mayor cantidad de concentración de ADNr 16S bacteriano frente 
a los demás lugares, se cree que esto se debió a que el lugar de ex-
pendió se ubicaba en un sitio inapropiado en la vía pública siendo 
así vulnerable a los patógenos, toxinas o sustancias químicas a 
más del inadecuado aseo de los manipuladores, la limpieza y la 
desinfección de insumos y materiales empleados en la prepara-
ción de los alimentos, constituyeron factores determinantes que 
generaron en este análisis un escenario propicio para la contami-
nación y la propagación bacteriana en el alimento.

Los datos obtenidos de la concentración promedio de la se-
cuencia ADNr 16S fueron  analizados mediante el programa es-
tadístico Infostat y SPSS v.17, expresando  un resultado positivo, 
utilizando la prueba estadística de Kruskall-Wallis de análisis de 
datos no paramétricos, se determinó un H igual a 10,05 lo que 
determina que si existen diferencias significativas, lo cual permite 
aceptar la hipótesis alternativa en la que se esperaba que en al 
menos uno de los establecimientos exista gran carga bacteriana 
presente en el alimento8.

Según el Instituto Ecuatoriano de Normalización9, para ali-
mentos preparados, el límite permisible para identificar el nivel 
aceptable de buena calidad del alimento, debe ser < 3 ufc/g de 
alimento. Sin embargo, no todos los establecimientos de comi-
da rápida cumplen con esta normativa, como lo menciona Chi-
luisa-Utreras6, en donde se realizó un estudió microbiológico y 
molecular constatando la alta carga microbiana en los alimentos 
analizados.

Tras el análisis de las muestras de alimentos, se detectó que 
existen muestras positivas, como se presenta en la Figura 1, la in-
terpretación de los resultados se llevó a cabo mediante la curva de 
amplificación, con el punto denominado Cp, éste indica el ciclo 
en el que la fluorescencia alcanza el valor del umbral presentando 
picos con fragmentos distintos de ADN que se habían producido 
en la reacción.

Así, podemos identificar algunas de las curvas obtenidas de 
cada una de las muestras de alimento para la detección y cuanti-
ficación de la secuencia ADNr 16S, en donde la fluorescencia es 
detectada desde el ciclo 25 con valores altos de concentración, 
con lo que se afirma que se tiene una carga bacteriana importante 
debido a que la relación de los ciclos y la carga bacteriana es in-
versamente proporcional, un Cp bajo presentará concentraciones 
altas, determinándose de esta manera la presencia y cantidad del 
patógeno.Tabla 1. Casos positivos de ADNr 16S bacteriano en ug/ml por 

establecimiento
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Cuantificación mediante PCR en tiempo real de 
Salmonella sp. en las muestras de alimento

En la Figura 2 se adjunta una de las curvas estándar que 
se realizó para esta investigación, ésta es generada para la cuan-
tificación de Salmonella en muestras de alimentos; la eficiencia 
de esta curva es de 2.145 rango que se encuentra dentro de los 
parámetros aceptables, además presenta un error bajo de 0.0653 
puntos es decir cercano a cero, que nos da la certeza en los resul-
tados obtenidos. La cuantificación de ADN de Salmonella sp. por 
medio de la PCR en tiempo real con la curva de calibración per-
mitió determinar las concentraciones en cada muestra analizada. 
En la Tabla 2 se muestran los rangos promedios para Salmonella 
sp. en ug/mL por cada uno de los establecimientos:

Los resultados para las concentraciones de Salmonella que se 
muestran en la Tabla 2 son cero para la mayoría de los estableci-
mientos analizados, sin embargo una repetición de los estableci-
mientos D y E, presentaron resultados positivos con una concen-
tración de 0,766 y 0,0170 ug/mL; por lo que se logró determinar 
a través del método un total del  6,7 % de casos positivos, que 
analizados por los programas estadísticos expresan un resultado 
negativo utilizando Kruskall-Wallis; se determinó un H igual a 
1,56 que determina que no existe diferencia significativa, lo que 
permite aceptar la hipótesis nula en el que ningún establecimien-
to presenta carga importante para Salmonella en el alimento.

Figura 1. Curvas de amplificación de ADNr 16S bacteriano: fluores-
cencia vs ciclos

Figura 2. Curva Estándar obtenida para la cuantificación de Salmo-
nella en muestras de alimentos.

Salmonella sp. es considerada una bacteria patógena que 
puede causar enfermedades gastrointestinales10, su presencia en 
alimentos debe ser nula, sin embargo, la mala manipulación de 
alimentos y la poca higiene con la que se los procesa tiene gran 
incidencia11.

El resultado de una corrida de PCR en tiempo real se visua-
liza en un gráfico de amplificación. En este caso, los resultados de 
la amplificación de las corridas de las muestras de alimento son 
negativas, lo que significa que el valor del umbral no fue superado 
respecto al control12.

Aplicar esta técnica molecular para la determinación de bac-
terias causantes de ETA´s, presenta varias ventajas sobre los aná-
lisis microbiológicos. Como lo reporta Chiluisa-Utreras6, la PCR 
en tiempo real al ser un espectrofluorómetro presenta mayor pre-
cisión ya que detecta mínimas cantidades bacterianas, mayor sen-
sibilidad por los fluorocromos que utiliza, especificidad por los 
primers, y óptima capacidad para procesar grandes cantidades de 
muestras en poco tiempo ya que el proceso tarda en promedio 24 
horas en contraste con el método convencional; además hay que 
destacar que los métodos moleculares presentan menor cantidad 
de contaminación que los métodos microbiológicos.

Conclusiones y Recomendaciones
En conclusión, los resultados obtenidos permiten determi-

nar que la técnica molecular presenta muchas más ventajas para 
la detección rápida y precisa de patógenos en alimentos y sobre 
todo para el análisis de la distribución de productos inocuos para 
los consumidores13.

El desarrollo de métodos moleculares tanto para la detección 
e identificación de microorganismos patógenos han proporcio-
nado nuevas herramientas confiables para determinar en menor 
tiempo el riesgo de infección por patógenos en alimentos, por lo 
que es considerada un instrumento poderoso en el diagnóstico 
microbiológico14.

Los resultados de esta investigación confirman un alto índice 
de patógenos en el alimento analizado, la hamburguesa, el cual 
corresponde a varios establecimientos tanto ambulantes como 
restaurantes, demostrando que estos lugares no cuentan con una 
norma de higiene establecida que les permita tener noción de la 
inocuidad que se necesita para expender un alimento saludable 
al consumidor15.

Es importante que los organismos de control sanitario rea-
licen inspecciones periódicas a los establecimientos con la finali-
dad de prevenir enfermedades transmitidas por alimentos conta-
minados por patógenos, puesto que los mismos están dirigidos a 
personas jóvenes que buscan alimentos de rápido acceso y con-
sumo16.

Finalmente, se recomienda seguir en la investigación con 
patógenos alimentarios ya que al obtener un 100% de casos posi-
tivos para la secuencia ADNr 16S se analiza que a pesar de no en-
contrarse mayor carga de Salmonella, estamos al descubrimiento 
de cualquier otro tipo de bacterias que podrían generar ETA´s17.
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ABSTRACT

The use of bacteria as beneficial biological agents being used as food ingredients or as active components of food 
supplements dates back to the early 1900s. The objective of this study was elaboration a bioprepared whit probiotic 
effect from a mixed culture of lactic bacteria and yeasts. The bioprepared substrate contained 57.5% orange vinasse 
and 30% Sugar cane molasses. The strains L acidophillus, L bulgaricus, S thermophillus, Kluyveromyces fragilis L-4uclv 
and Saccharomyces cerevisiae, it was grown in sterilized milk. Were in oculated 12.5% in the substratum molasses-vi-
nasse. Finally incubated during 24h at 37ºC. The results of the biopreparation was 18% Dry matter, 3.3% ash, 19% 
Crude protein, 12% True protein and 3.2% Ether extract. The microorganism counts were 9x109 cfu/mL, 0.75% or-
ganic acids and 95% viability was. Color was, in the CIELab* system: L*31.85, a*11.48, b*24.52, C*27.08 and H64.91, 
similar to the HTML code #61382B. pH initial was 4.4 and after 72h it was established in 3.86 the value maintained for 
90 d, at a temperature 12 ±2ºC. There were no differences in physical characteristics. The parameters bromatology 
and microbiology there was difference (P<0.05). The results showed that by-products as vinasse and molasses are 
good and economic substrates feed for probiotic grow and obtain an acceptable probiotic for animal feed.

Key words: Bioprepared, Mixed crop, Molasses, Probiotic, Vinasse.
RESUMEN

El uso de microorganismos benéficos adicionados en la alimentación viene desarrollándose desde los años 1900. 
El presente trabajo tiene el objetivo de elaborar un biopreparado a partir de un cultivo mixto de bacterias lácticas 
y levaduras. El sustrato del biopreparado contenía 57,5% vinaza de naranja y 30% melaza de caña de azúcar. Las 
cepas L acidophillus, L bulgaricus, S thermophillus, Kluyveromyces fragilis L-4uclv y Saccharomyces cerevisiae se cultivó 
en leche esterilizada. Posteriormente se inoculó el 12,5% en el sustrato melaza-vinaza. Finalmente se incubó a 37ºC 
por 24 h. Los resultados del biopreparado fue 18% Materia seca, 3,3% Ceniza, 19% Proteína cruda, 12% Proteína 
verdadera y 3,2% Extracto etéreo. La concentración microbiana 9x109 UFC/mL, 0,75% ácido láctico y 95% viabilidad. 
Color mediante CIELab* System: L*31,85; a*11,48; b*24,52; C*27,08 y H64,91 y similar al código HTML # 61382B. El 
pH inicial del biopreparado fue 4.4, transcurrido 72 h se estabilizó en 3,86 manteniendo ese valor hasta 90 días pos 
elaborado a 12 ±2ºC. No hubo diferencia en las características físicas, pero si se mostraron diferencias (P<0,05) en 
los parámetros bromatológicos y microbiológicos. Los resultados mostraron que los subproductos agroindustriales 
como la vinaza y la melaza son buenos y económicos para desarrollar biopreparado y obtener un probiótico acep-
table para la alimentación animal

Palabras claves: Biopreparado, Cultivo Mixto, Melazas, Probiótico, Vinazas.

Introducción
Los biopreparados probióticos han sido elabora-

dos con uno o varios tipos de microorganismos6. Esos 
biopreparados se utilizan como suplementos dietéticos 
en la producción animal3. Algunos estudios reportan 
las bondades que presentan los biopreparados, tales 
como reducción de los enteropatógenos, favorecen 
cambios en la mucosa intestinal y mejoran el compor-
tamiento productivo con raciones bajas en proteínas13. 
Han sido, además, promotores de crecimiento, estimu-
ladores del sistema inmune y correctores del balance 
de la población microbiana5. El presente trabajo tuvo 
como objetivo elaborar un biopreparado a partir de un 
cultivo mixto de bacterias lácticas y levaduras desarro-
llas en el sustrato melaza-vinaza.

Materiales y Métodos
El trabajo experimental se realizó en el Laborato-

rio bromatológico y microbiológico de la Facultad de 
Ciencias, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo 
y Laboratorio de microbiología, Facultad de Ciencias 
Agropecuarias, Universidad Central “Marta Abreu” de 
Las Villas, Cuba.  

Característica de la materia prima:Vinaza 
naranja: Materia seca (MS), Ceniza (Cz), Proteína 
cruda (PC), Proteína verdadera (PV) de 20; 2,5; 19 y 
10% v/v respectivamente, pH 3,56. Melaza: MS, PC, 
PV, Cz: 85; 2,7; 0,8 y 1,1% v/v, pH 5,8 y grados Brix 
72%.

1 Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas. Cuba. 2 Escuela Superior Politécnica De Chimborazo. Ecuador
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Selección y activación de las cepas:Las cepas seleccio-
nadas para la obtención del biopreparado fue: Kluyveromyces 
fragilis (L-4 UCLV) proveniente del Banco de Microorganis-
mos de la Universidad Central de Las Villas, Santa Clara, Villa 
Clara, Cuba y cuatro cepas ATCC (American Type Cultures 
Collection, USA), L acidophilus, L bulgaricus, S thermophilus 
y Saccharomyces cerevisiae. Las cepas, en formato liofilizados, 
fueron activadas individualmente en 120 mL de caldo soya trip-
tona a 37 ºC para el caso de bacterias y 30 ºC para las levaduras, 
en una estufa con zaranda 60 rpm durante 6 h. Seguidamente 
fueron cultivadas en placa con medio de cultivo Agar MRS 
y Nutritivo para L. acidofilo, L bulgaricus y S. thermophilus, 
respectivamente. Para las levaduras fueron utilizadas Agar 
Sabouraud. Los lactobacillus fueron cultivados en condiciones 
anaerobias utilizando jarra GasPak Plus™.

Obtención de la biomasa:Las cepas L. acidophilus, L. 
bulgaricus y S thermophilus. S cerevisiae y K fragilis L-4 UCLV 
fueron inoculados con 5 mg cada uno (balanza analítica, 
Radwag” AS 220/3Y). La mezcla de estos cultivos fue inoculada 
en 250 mL de leche descremada a 30 ± 2 ºC y se incubó a 37 ºC 
durante 24 h. Se realizó recuento inicial en placa para verificar 
viabilidad de las cepas.

Obtención de los Biopreparados:En un sustrato de 300 
g (30%) melaza de caña de azúcar estéril y  875 mL (57,5%) de 
vinaza de naranja, homogenizado a 150 rpm en un agitador 
magnético (JOAN o OEM MS001) a 30 ºC durante 10 min, se 
inocularon 125 mL (12,5 %) de biomasa previamente obtenidas. 
Tras la incubación a 37ºC durante 24 h, se tomaron muestras 
del biopreparado para la caracterización. Dicho procedimiento 
se repitió por 5 veces.

Caracterización física y química de los 
Biopreparados:Color sistema CIELab* se midió con un 
colorímetro (CR-400, Konika Minolta) y también se comparó 
con código HTML, el sabor y el olor fueron evaluados por los 
sentidos sensoriales del investigador. La determinación de PC y 
PV se realizó siguiendo la metodología de normas INEN7. MS, 
Cz y extracto etéreo (EE), mediante la metodología descrita por 
AOAC2.

Determinación microbiológica:El recuento celular, 
viabilidad, y ácido láctico se midieron siguiendo las técnicas 

descritas por Sourav y Arijit,12 Marin,9 y Rodríguez10 respec-
tivamente. El biopreparado fue inoculado en 50 mL de suero 
fisiológico e incubado por 24 h a 37ºC. Posteriormente se cen-
trifugaron las muestras (BD DYNAC™ III) a 600 rpm por 5 min. 
Así mismo se prepararon diferentes concentraciones hasta la 
escala 0,5 del esquema MacFarland para la viabilidad, utilizando 
la técnica descrita por Rodríguez9.

Valoración económica:No se tuvieron en cuenta los gastos 
de salario, energía, amortización por ser iguales. Los costos 
de la materia prima fueron recomendados por Ministerio de 
Agricultura Ganadería Acuicultor y pesca5, 4.

Análisis Estadístico:Se utilizó un diseño completamente 
aleatorizado, con el empleo del paquete estadístico Statgraphic 
plus v 15.1 para Windows (Company, City, EEUU). En el caso 
de los conteos de microorganismos, los datos se transformaron 
según logx para garantizar la normalidad de varianza.

Resultados y Discusión 
No se observaron cambios en las características físicas del 

biopreparado durante el tiempo de conservación (tabla 1). 
Similares resultados fueron presentados en melaza de caña 

más leche fermentada10, suero de leche más melaza5 y en levadu-
ra de torula más melaza11. Durante el tiempo de conservación se 
presentaron cambios (P<0,05)   en los parámetros de MS, PC y 
PV, (ver tabla 2).

Similares resultados fueron reportados por Jurado et al.8 Los 
resultados obtenidos en el presente estudio son coincidentes con 
los reportados por otros autores13, 1 y 3.

Los resultados obtenidos en cuanto a las características mi-
crobiológicas se reflejan en la tabla 3. La media de la concentra-
ción microbiana se mantuvo en 9x109 (UFC/mL) hasta el final 
del experimento. La viabilidad, la concentración de ácido láctico 
y el pH se redujeron (P<0,05) a los 90 días con relación con la eta-
pa inicial. Resultados semejantes a los nuestros fueron reportados 
por otros autores12, 8.

Se elaboró 10 L del biopreparado, cantidad suficiente para 
tratar a mil lechones, al suplementar 1 mL/animal cada tres días 
en la etapa neonato y crías10. Esto pudiera significar el ahorro de 
aproximadamente de $ 293,50, por sustitución de antibióticos por 
probióticos (datos no mostrados en la tabla)

Tabla 1. Características físicas del biopreparado
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Tabla 2. Parámetros bromatológicos del biopreparado.

Tabla 3. Característica microbiológica del biopreparado.
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Conclusiones
Es  factible producir un biopreparado con efecto probiótico 

a partir de cultivos mixtos de bacterias y levaduras desarrollados 
en melaza de caña de azúcar y vinaza de naranja, conservados 
durante 90 días. 
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RESUMEN

Streptococcus pneumoniae (neumococo) constituye una de las principales causas de enfermedades infecciosas bac-
terianas, particularmente en niños menores de 2 años de edad. Basadas en el polisacárido capsular (PsC), su princi-
pal factor de virulencia, existen dos tipos de vacunas aprobadas para uso en humanos: las vacunas polisacarídicas 
planas y las vacunas polisacarídicas conjugadas. Quimi-Vio, la vacuna antineumocócica cubana, pertenece al segun-
do grupo y está compuesta por los PsC de los siete serotipos de mayor incidencia y circulación en Cuba (1, 5, 6B, 14, 
18C, 19F y 23F). El objetivo de este trabajo fue realizar el ensayo de identidad de la vacuna cubana Quimi-Vio em-
pleando los AcM contra los PsC 1, 5, 6B, 14, y 19F de Sp obtenidos recientemente en el Instituto Finlay de Vacunas, 
teniendo en cuenta que los Ensayos de identidad de las vacunas son requisito indispensable para la liberación final 
de los lotes. La técnica empleada para la realización del ensayo de identidad de Quimi-Vio fue el Dot Blot, donde em-
pleando membrana de Nitrocelulosa se realizó la captura de tres lotes de vacuna Quimi-Vio y como control positivo 
de la técnica los respectivos PsC de los serotipos 1, 5, 6B, 14, y 19F sin conjugar y una vacuna comercial Prevenar-13. 
Para la identidad de los PsC de neumococo se emplearon los respectivos AcM a una concentración de 10µg/mL y 
como segundo anticuerpo anti IgG de ratón conjugado a peroxidasa teniendo en cuenta que los AcMs empleados 
son murinos. Cada AcM fue capaz de identificar de forma altamente especifica al PsC homologo (mismo serotipo), 
tanto en su forma no conjugada y monovalente como en el contexto de las vacunas Quimi-Vio y Prevenar 13V, 
donde además de estar conjugado al TT se encuentra mezclado con otros PsC de forma multivalente. La técnica Dot 
Blot empleando los AcMs contra los PsC serotipos 1, 5,6B, 14 y 19F permite identificar de forma específica cada PsC 
en la formulación multivalente, por lo que puede ser utilizada para el ensayo de identidad de la vacuna Quimi-Vio, 
garantizando así la liberación de lotes y control de la calidad de la misma. 

Palabras claves: Ensayo de Identidad, Dot Blot, Vacunas antineumocócicas, Anticuerpos Monoclonales.b
ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae (Sp) is one of the major causes of bacterial infectious diseases, particularly in children 
under 2 years of age. There are two types of vaccines approved for human use: polysaccharide vaccines and poly-
saccharide conjugate vaccines. Quimi-Vio, the Cuban pneumococcal vaccine belongs to the second group and is 
composed by the PsC of the seven serotypes with the highest incidence and circulation in Cuba (1, 5, 6B, 14, 18C, 
19F and 23F). The objective of this work was to carry out the identity test of the Quimi-Vio vaccine using the mono-
clonal antibodies (MAbs) against PsC 1, 5, 6B, 14, and 19F of Sp obtained recently at the Finlay Institute of Vaccines. 
The technique proposed for the identity test was Dot Blot. The first step consisted in selecting the optimum capture 
and detection concentrations of PsC and MAb respectively. For the identity test three batches of Quimi-Vio vaccine 
were evaluated and as positive controls of the technique PsC of the five serotypes and the commercial vaccine 
Prevenar-13 were used. 100 μL/well was applied, equivalent to 0.4 μg of PsC/well and the MAbs were used at 2.5 μg 
/ mL concentrations selected as optimal. For all concentrations of PsC evaluated for capture there was recognition 
(signal) with all concentrations of MAb used, even with the minimum concentration of PsC and MAb employed (120 
ng/mL and 2.5 μg/mL. In the identity test each MAb was able to identify specifically the homologous PsC (same se-
rotype), in its non-conjugated and monovalent form, and in the context of the Quimi-Vio and Prevenar 13V vaccine, 
where PsC are conjugated to tetanus toxoid and mixed with other PsC in multivalent form. The Dot Blot technique, 
using the MAbs against the PsC serotypes 1, 5,6B, 14 and 19F can be used for the identity test of Quimi-Vio vaccine, 
assuring that in a specific way, the PsC conjugates present in the multivalent formulation were identified. 

Key words: Identity Assay, Monoclonal Antibodies, Antineumococcal Vaccines, Dot Blot
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Introducción
Streptococcus pneumoniae (Sp), es una bacteria Gram Positi-

va, cuyo hábitat natural es la nasofaringe humana, encontrándose 
que entre el 5-10% de los adultos y el 20-40% de los niños son 
portadores asintomáticos. Esta bacteria se trasmite de persona a 
persona a través de gotas de saliva y el contagio aumenta en espa-
cios cerrados, lo que hace que los círculos infantiles y hogares de 
ancianos sean lugares de alta diseminación de la bacteria1.

 La infección por Sp puede presentarse con muchas manifes-
taciones clínicas incluyendo meningitis, septicemia, bacteriemia, 
neumonía, otitis media aguda y sinusitis. Sin embargo, se recono-
ce sobre todo como el principal agente etiológico de Neumonía 
Adquirida en la Comunidad (NAC). La NAC afecta principal-
mente a niños (lactantes y hasta 2 años) y ancianos. La infección 
neumocócica causa cada año aproximadamente 14.5 millones de 
casos de enfermedad neumocócica invasiva (ENI) y 0.7-1 millo-
nes de muertes en niños menores de cinco años de edad, sobre 
todo en países en desarrollo y subdesarrollados2.

  Al menos 93 diferentes serotipos de Sp han sido identifi-
cados basados el polisacárido capsular (PsC), su principal factor 
de virulencia y contra los cuales ha ido dirigido el desarrollo de 
vacunas. Existen dos tipos de vacunas antineumocócicas licen-
ciadas y aprobadas para su uso en humanos, todas empleando el 
PsC como principal antígeno. Por un lado tenemos las vacunas 
polisacarídicas planas (VPp) y por otro las vacunas polisacarídi-
cas conjugadas (VPc), y el empleo de uno u otra dependen sobre 
todo de la edad de la persona a inmunizar. (Tabla 1)3,4. Otro nú-
mero considerable de vacunas contra el Sp se encuentran en in-
vestigación-desarrollo o en fase uno-dos de ensayo clínico, como 
es el caso de la vacuna antineumocócica cubana Quimi-Vio.

Quimi-Vio es una vacuna polisacarídica heptavalente conju-
gada desarrollada en el Instituto Finlay de Vacunas y compuesta 
por los PsC de los siete serotipos de mayor incidencia y circula-
ción en Cuba (1, 5, 6B, 14, 18C, 19F y 23F), todos conjugados al 
Toxoide Tetánico (TT) como proteína portadora y adsorbidas en 
Fosfato de Aluminio (AlPO4)5,6.

 Las vacunas profilácticas como Quimi-Vio, a diferencia de 
otros medicamentos, son administradas generalmente a personas 
sanas, principalmente niños, en su primer año de vida. Es por eso 
que desde 1981, la Organización Mundial de la Salud estableció 
regulaciones que garanticen la efectividad, eficacia y seguridad de 
las vacunas, desde las etapas de investigación-desarrollo hasta la 
liberación final del producto7,8,9. Estos controles incluyen (den-
tro de muchos otros), la identificación de los ingredientes activos 
presentes en las vacunas, como un requisito obligatorio para la 
liberación final del producto8,9.

  Varias son las técnicas empleadas para llevar a cabo los 
ensayos de identidad de vacunas, sin embargo, las técnicas in-
munoenzimáticas como los ELISAs, Dot y Western Blot, han sido 
las más empleadas por ser técnicas sencillas, rápidas y de fácil 
realización e interpretación de los resultados7,8,9. En el caso del 
ensayo de identidad de Quimi-Vio se necesitaría además técnicas 
altamente específicas que permitan identificar cada PsC (de los 
siete presentes) en la formulación multivalente. 

 En este sentido, los anticuerpos monoclonales (AcM) con 
sus propiedades excepcionales de alta sensibilidad y especifi-
cidad, se han convertido en una potente herramienta analítica, 
que ha permitido, en otras vacunas polisacarídicas multivalentes 
contra Nesisseria meningitidis y Haemophilus influenzae, realizar 
la identidad y cuantificación de los PsC de forma altamente espe-
cifica en la formulación vacunal10,11.

 Recientemente el Laboratorio de AcM del Instituto Finlay 
de Vacunas, obtuvo AcM contra cinco de los siete PsC de Sp pre-
sentes en Quimi-Vio (1, 5, 6B, 14, y 19F). La alta especificidad y 
elevada constante de afinidad de estos AcM obtenidos, sugiere su 
posible uso como herramienta analítica para la identidad de la 
vacuna Quimi-Vio. 

  El presente trabajo propone la realización del ensayo de 
identidad de la vacuna cubana Quimi-Vio por Dot Blot emplean-
do los AcM contra los PsC 1, 5, 6B, 14, y 19F de Sp obtenidos en 
el Instituto Finlay de Vacunas.

Tabla 1. Vacunas antinuemococcicas licensiadas
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MATERIALES y METODOS
Muestras:

Polisacáridos Capsulares (PsC) de Sp serotipos 1, 5, 6B, 14, 
y 19F. Lotes 15.01 obtenidos en la planta de desarrollo del Insti-
tuto Finlay de Vacunas, preparados todos a una concentración 
de 16 µg / mL en agua destilada.Anticuerpos Monoclonales 
(AcM) contra los PsC de Sp serotipos 1, 5, 6B, 14, y 19F, obteni-
dos en el Laboratorio de AcM del Instituto Finlay de Vacunas

Quimi-Vio: Vacuna polisacarídicas conjugada heptava-
lente contra Sp serotipos 1, 5, 6B, 14, 18C, 19F y 23 F, lotes 
NEU.15.01, NEU.15.02 y NEU.16.02. Obtenida en condiciones 
GMP en la planta de producción del Instituto Finlay de Vacu-
nas. Composición: 4.4 µg/mL de todos los PsC excepto 6B que 
se encuentra al doble.

Prevenar® 13V: Vacuna conjugada neumocócica 13 valente, 
de Pfizer, lote 926785.02. Composición: 4.4 µg/mL de todos los 
PsC excepto 6B que se encuentra al doble.
Para la realización del Dot Blot, se utilizó un equipo Minifold II 
S&S (Alemania) acoplado a bomba de vacío y se empleó mem-
brana de nitrocelulosa (MNC) de 0,2 µm (Bio-Rad, EUA). Se 
realizaron dos Dot Blot con los siguientes objetivos: 1) seleccio-
nar las concentraciones óptimas de PsC y AcM a emplear para 
la captura y la detección respectivamente; 2) realizar el ensayo 
de identidad de la vacuna heptavalente cubana Quimi-Vio.

Selección las concentraciones óptimas de PsC 
y AcM a emplear para la captura y la detección 
respectivamente:

Para la captura, se aplicaron en forma de curva desde 16 
µg/mL hasta 0.125 µg/mL los diferentes PsC (1, 5, 6B, 14 y 19F) 
de Sp, con un volumen de aplicación de 100 μL/pozo. Cada cur-
va de PsC se aplicó por triplicado, para ser enfrentadas a las di-
ferentes concentraciones del AcM evaluadas. Luego de 1 minuto 
de vacío para garantizar el secado de la MNC, se extrajo del 
equipo y se procedió al proceso de bloqueo de los sitios activos 
remanentes con PBS-Leche Descremada (LD) al 0.5% e incuba-
ción de 30 min a 37°C. Pasado este tiempo y tras tres lavados de 
5 min con PBS/Tween-20 al 0.05%, se recortó la MNC en tiras 
verticales (3 tiras por cada PsC) y cada tira fue incubada 1h a 
37°C con 10 mL del AcM homologo a diferentes concentracio-
nes 2.5, 5 y 10 µg/mL en PBS. A continuación, se realizaron 3 
lavados de 10 min y se incubaron todas las tiras durante 1h a 
temperatura ambiente con anticuerpo anti-IgG de ratón conju-
gado a peroxidasa (Amersham) a una dilución 1:4000. Trans-
currida la hora y tras 3 lavados de 15 min cada uno, el revelado 
de la reacción se realizó empleando Tableta SIGMAFASTTM 
DAB durante 10 min. La reacción se detuvo realizando varios 
cambios de agua destilada. Se seleccionó como concentración 
optima de captura de cada PsC y de detección de cada AcM, la 
menor concentración donde se visualizó señal.

Identidad de la vacuna heptavalente cubana 
Quimi-Vio:

El procedimiento empleado fue muy similar al descrito 
anteriormente, en este caso se emplearon un total de cinco tiras 
de MNC y en cada una se aplicaron 100 µL (equivalente a 0.44 
µg/pozo) de las siguientes muestras: PsC de Sp serotipo 1, 5, 6B, 
14, y 19F, tres lotes de Vacuna Quimi-Vio y un lote de Vacuna 
Prevenar 13V. Posterior al bloqueo de los sitios remanentes de la 
MNC y tras pasos de lavado, en igual condiciones al ya descrito, 
cada tira fue incubada durante 1 h a 37°C, con 10 mL de AcM 
anti PsC serotipos 1, 5, 6B, 14, y 19F, (uno por tira), preparados 
a una concentración de 2.5 μg/mL en PBS. El resto de los pro-
cedimientos fueron realizados de forma similar a la ya descrita. 
Estos ensayos de identidad fueron realizados por triplicado para 
confirmar los resultados obtenidos.

Captura y procesamiento de las imágenes:
Las imágenes de los Dot Blot fueron capturadas y proce-

sadas utilizando un densitómetro GS-800 (Bio-Rad, EUA) con 
software de cuantificación (Quantity One).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN.
Existen dos medidas en Salud Pública que han tenido un 

extraordinario impacto en la salud de los ciudadanos del mundo 
a lo largo de los años: la potabilización del agua y la vacunación. 
Las vacunas constituyen una de las medidas sanitarias que ma-
yor beneficio ha producido y sigue produciendo a la humanidad, 
previendo enfermedades que antes causaban grandes epidemias, 
muertes y secuelas. Por otro lado, las vacunas benefician no solo a 
las personas vacunadas sino también a las personas no vacunadas 
y susceptibles que viven en su entorno (inmunidad de grupo)12,13.

 Sin embargo, el desarrollo de una vacuna es un largo, com-
plejo y costoso proceso donde alrededor del 70% del tiempo es 
dedicado a la caracterización y al control de la calidad (CC) de 
este producto. La caracterización y el CC de las vacunas es más 
difícil que la de otros productos farmacéuticos, debido a la com-
pleja estructura molecular de los antígenos que contienen, sus 
procesos de producción, y su interacción con agentes utilizados 
durante la fabricación o presentes en el lote final, tales como con-
servantes y adyuvantes14,15.

 En el pasado, el CC de las vacunas dependía principalmente 
de métodos para asegurar que los productos fueran seguros y po-
tentes. Hoy en día se exigen otros requisitos adicionales como iden-
tidad, estabilidad, pureza, estructura del antígeno y consistencia en 
la producción, para obtener la aprobación regulatoria16.

 Así el Ensayo de Identidad (EI) se establece por la Organi-
zación Mundial de la salud (OMS) y las autoridades Regulatorias 
Nacionales (en Cuba el CECMED) como un requisito obligatorio 
para toda liberación final de una vacuna. Entiéndase como EI un 
conjunto de métodos destinados a identificar en una formula-
ción, el o los principios activos presentes y declarados en las es-
pecificaciones del producto. El EI se le realiza no solo a la vacuna 
final, sino también a los productos de partidas (materias primas) 
o a los Ingredientes farmacéuticos Activos (IFAs), que participan 
en el proceso de desarrollo de una vacuna. Deben ser en lo posi-
ble rápidos, sencillos, sensibles y sobre todo, específicos. General-
mente son métodos cualitativos más que cuantitativos16,17.

 En el caso de la vacuna cubana contra el Sp, Quimi-Vio, el EI 
tiene como objetivo identificar (cualitativamente) en el contexto 
de la formulación multivalente final, con una alta especificidad 
los siete PsC presentes en la misma. En este trabajo se presenta 
el Dot Blot como método para llevar a cabo el EI de esta vacuna, 
empleando los AcM contra cinco de los siete PsC presentes en la 
vacuna (1, 5, 6B, 14, y 19F), por ser los que hemos podido obtener 
en nuestro laboratorio.

Selección las concentraciones óptimas de PsC y 
AcM a emplear en el Dot Blot para la captura y la 
detección respectivamente:

En los ensayos inmunoenzimáticos como el Dot Blot, donde 
hay una etapa de inmovilización o captura de una biomolécula, 
determinar la concentración optima de la misma a inmovilizar 
(en este caso el PsC) es un factor de suma importancia. Igual-
mente lo es la selección de las concentraciones óptimas de la mo-
lécula reactante (el AcM en este caso). Estos parámetros influyen 
en la formación de los complejos Ag-Ac, donde las concentracio-
nes de ambas moléculas tienen que estar en el rango de la zona 
de equivalencia18. 

Por esto como primer paso antes de realizar el Ensayo de 
Identidad de la vacuna, se realizó un análisis de las concentracio-
nes de los PsC y de los AcM a emplear para que exista reconoci-
miento (señal). Figura 1.
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En la Figura 1 se puede observar la presencia de manchas 
oscuras o señal (reconocimiento del PsC por su respectivo AcM) 
para todas las concentraciones de captura de los PsC evaluados y 
para todas las concentraciones de detección de los AcM emplea-
dos, llegando a observarse señal hasta la concentración mínima 
de PsC aplicada (120 ng/mL) para todas las concentraciones de 
AcM empleada. Para los PsC del serotipo 1(A), 5(B) y 6B (C) de 
Sp, existe una relación dosis-respuesta, pues a medida que dis-
minuye la concentración de PsC inmovilizado, disminuye tam-
bién la intensidad de la señal. Sin embargo, para los PsC de los 
serotipos 14 (D) y 19 F (E), este comportamiento no se observa. 
En la Fig 1 también se puede observar que en ninguno de los 
casos se observa una variación de la señal con el incremento en la 

concentración del reactante (AcM). Estos resultados concuerdan 
con los resultados obtenidos en el laboratorio durante el proceso 
de caracterización de los AcM y están relacionados con la alta 
sensibilidad y afinidad de estos AcM, siendo los AcM de mayor 
sensibilidad y afinidad los de 14 y 19F, lo que explica en el Dot 
Blot por qué no se ve una caída en la señal al disminuir la con-
centración de PsC ni de AcM, porque estamos en presencia de 
la zona de saturación o meseta de la reacción como se observa 
también en el ELISA. (Figura 2) 

Este paso es llamado por muchos autores como estandariza-
ción del método y es muy importante. Primero porque las elevadas 
concentraciones del material de captura pueden provocar alteracio-
nes en la sensibilidad y en el límite de detección del ensayo (efecto 

Figura 1.Determinación de la concentración óptima de los PsC y de los AcM para el Dot Blot. Los PsC de Sp (A:PsC-1, B:PsC-5, C:PsC-6B, D:PsC-14 y E:PsC-
19F) se aplicaron en forma de curva desde 16 µg/mL hasta 0.125 µg/mL, por triplicado para cada una ser enfrentadas a diferentes concentraciones del 
AcM homologo (1:2.5 µg/mL, 2:5 µg/mL y 3:10 µg/mL. Las imágenes fueron capturadas y procesadas utilizando un densitómetro GS-800 (Bio-Rad, EUA) 
con software de cuantificación (Quantity One).

Figura 2. Sensibilidad y Afinidad de los AcM anti PsC serotipos 1,5, 6B, 14 y19F de Sp. A) ELISA indirecto donde se recubre con concentraciones decre-
cientes de los diferentes PsC y los AcM se emplearon a una concentración de 10 µg/mL. B) Kaff: Constante de afinidad de los AcM.
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“gancho”) por la formación de sobrecapas de biomoléculas débil-
mente adsorbidas, que se liberan fácilmente en los pasos siguientes, 
inhibiendo los inmunorreactantes en la fase liquida9. Por otro lado 
si tenemos en cuenta que la vacuna Quimi-Vio tiene una concen-
tración por PsC de 4.4 µg/mL, significa que al aplicar 100 µL/pozo 
(volumen de trabajo sugerido) para la captura estaríamos aplican-
do 0.44 µg/pozo, cantidad en la que es necesario conocer de ante 
mano si existe reconocimiento, sobre todo porque es una concen-
tración inferior a lo que se reporta como suficiente para que exista 
reconocimiento (1-10 µg/mL)9. Como se puede observar en la Fig 
1 si existe reconocimiento a esta concentración e incluso a menos, 
lo que permitiría poder hacer diluciones de hasta 1:2 y 1:3 de la va-
cuna para el EI, permitiendo así el ahorro de muestra en el ensayo.

Figura 3. Identidad de la Vacuna Quimi-Vio mediante la técnica Dot 
Blot.  Se emplearon cinco tiras (T) de MNC 0.2 µm y en cada una se 
aplicaron 100 µL de las siguientes muestras: Carril (C) del 1 al 5, PsC 
de Streptococcus pneumoniae serotipos 1, 5, 6B, 14, y 19F en ese mis-
mo orden, C6, 7 y 8: Vacuna Quimi-Vio lotes NEU.13.02, NEU.15.01 y 
NEU.15.02 respectivamente y en C8 Vacuna Prevenar 13V. Cada tira fue 
enfrentada a uno de los cinco AcMs anti PsC serotipos 1(T1), 5 (T2), 6B 
(T3), 14 (T4)  y 19F (T5). Como segundo anticuerpo se empleó Anti IgG 
de ratón conjugado a peroxidasa, dilución 1: 3000. Las imágenes fueron 
capturadas empleando un densitómetro GS-800 (Bio-Rad, USA).

Identidad de la vacuna heptavalente cubana 
Quimi-Vio:

Varios han sido los métodos empleados para llevar a cabo la 
Identidad de las vacunas: Resonancia magnética Nuclear, Cro-
matografía en Fase Reversa, 2D Electroforesis (Foco Isoeléctrico 
más SDS-PAGE), Espectrometría de Masa, Western y Dot Blot 
Automatizado capilarmente y Técnicas Inmunoenzimáticas9,18,19.
Si bien las primeras han revolucionado los EI desde el punto de 
vista tecnológico en comparación a las técnicas Inmunoenzimá-
ticas como los ELISAs y los Dot Blot, tienen las desventajas de 
ser muy costosas, no al alcance de todos, necesitan de un perso-
nal altamente calificado para llevarse a cabo y en la mayoría de 
los casos lleva un tratamiento previo de la muestra. El Dot Blot 
sin embargo es una técnica muy sencilla, de factible realización 
y poco consumo de tiempo, así como de fácil interpretación de 

los resultados9,18. Si a esto le sumamos el empleo en el Dot Blot de 
AcMs de alta especificidad y afinidad, pues hacen de esta técnica 
una gran herramienta analítica.

Una vez conocida las concentraciones de captura y detec-
ción de los PsC y de los AcM respectivamente, se desarrolló el 
ensayo de identidad de la vacuna Quimi-Vio. (Figura 3)

Como se puede apreciar en la Figura 3, cada AcM es capaz 
de identificar de forma altamente especifica al PsC homologo 
(mismo serotipo), tanto en su forma no conjugada y monova-
lente (carriles del 1 al 5) como en el contexto de las vacunas 
Quimi-Vio y Prevenar 13V, donde además de estar conjugado al 
TT se encuentra mezclado con otros PsC de forma multivalente 
y adsorbidos en fosfato de Aluminio. Dicho reconocimiento se 
evidencia por la presencia de manchas oscuras (señal) solamen-
te en el pozo donde se encuentra inmovilizado el PsC homologo. 
Sin embrago en el resto de los pozos donde se encuentran los 
otros PsC no se observa señal, no evidenciándose reactividad 
cruzada. Por ejemplo, la tira 1 (T1) fue enfrentada al AcM anti 
PsC serotipo 1 de Sp y solamente se observa señal en los carriles 
donde se aplicó el PsC 1 y los tres lotes de QuimiVio y Prevenar 
13V, no observándose señal en los carriles donde se aplicó los 
otros PsC (5, 6B. 14 y 19F). 

 Estos resultados no solo demuestran la alta especificidad y 
no reactividad cruzada de los AcM empleados, sino también que 
la técnica Dot Blot puede ser empleada para el EI de la vacuna 
Quimi-Vio.

 En el año 2010, los AcM cumplieron 30 años desde su in-
vención, por lo que si bien su obtención no constituye una no-
vedad por estos días, en nuestro caso, el ser propietarios de los 
hibridomas productores de todos estos AcM, únicos en nuestro 
país, representa una ventaja indudable, sobre todo si tenemos 
en cuenta que mediante su aplicabilidad se estaría garantizando 
el EI de una vacuna como Quimio-Vio que aún se encuentra 
en ensayo clínico, pero que ya desde estas etapas se está ase-
gurando un requisito indispensable para la liberación final de 
los lotes, garantizando a su vez parte de su seguridad. Por otro 
lado, su uso no estaría condicionado a la compra en el mercado 
de reactivos que así lo garantice por lo que podría resultar más 
económica la implementación de su uso para esta prueba en la 
liberación de los lotes de vacunas.

Conclusiones
Los ensayos de identidad de las vacunas constituyen un as-

pecto importante para la liberación de lotes y control de la calidad 
de las mismas. Garantizar los reactivos necesarios para su reali-
zación tanto en cantidad como en calidad también es un aspecto 
necesario. Contar con una batería de AcM (única en el país) con 
una alta especificidad, reproducibilidad y de producción institu-
cional, es un gran logro. Estos AcM además pueden ser usados 
con otros fines que no sean solo el de ensayos de identidad.
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El método Clínico: Perspectivas actuales.
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Vladimir Valarezo Sevilla1.
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RESUMEN 

El método clínico representa los pasos ordenados que todo médico debe aplicar en la búsqueda del diagnóstico 
definitivo, con un umbral de certeza adecuado. Es equivalente al método científico, pero aplicado al área de las 
ciencias clínicas. Durante los últimos años se han evidenciado circunstancias que han provocado que no se aplique 
correctamente, con resultados adversos tanto para el médico, como para el paciente y su familia. En el presente 
estudio, se realiza una revisión sobre el método clínico, su importancia, principales determinantes, vulnerabilidad 
y perspectivas actuales. 

Palabras clave: diagnóstico clínico, medicina clínica, método clínico.

ABSTRACT   

The clinical method represents the sequential steps every physician should apply while assessing a definite diag-
nosis, with an adequate certainty threshold. It is equivalent to the scientific method, but applied to clinical science 
areas. During the last few years, there have been several circumstances where it is not correctly incorporated into 
the clinical practice, leading to adverse effects not only for the health care professional, but also for the patient and 
even their family. This study focuses on the clinical method, its importance, key incorporating factors in the clinical 
process, vulnerability and current perspectives.

Keywords: clinical diagnosis, clinical medicine, clinical method

Introducción
El método clínico es el proceso sistemático por 

el cual los médicos logran diagnosticar una enferme-
dad1. Para entender la importancia del método clíni-
co, debe estar claro que el objetivo de la atención al 
individuo enfermo es la curación2 y para lograrlo, se 
debe encontrar el diagnóstico correcto y prescribir el 
tratamiento adecuado para el problema de salud que 
adolece el paciente2. 

Por lo tanto, el método clínico tiene como objetivo 
el conocimiento del proceso salud-enfermedad del pa-
ciente; no sólo involucra el conocimiento clínico sino 
también epidemiológico y social, ya que, para analizar 
una enfermedad se debe tomar en cuenta todos los 
factores asociados al paciente,3 en el contexto bio-psi-
co-social.1

Al involucrar factores del paciente y su entorno, 
como epidemiología, incidencias y prevalencias de en-
fermedades, entidades agudas y crónicas, y problemas 
conductuales del ser humano, entre otros; el método 
clínico se convierte en un juego probabilístico3,4, evita 
las aproximaciones gestálticas o heurísticas5. El méto-
do clínico, también llamado proceso de diagnóstico, 
conserva las técnicas utilizadas para llegar a la confir-
mación de una hipótesis, a través del interrogatorio, 
examen físico y razonamiento1, 2. Al ser un proceso 
metódico, sistemático, evita que el médico emita afir-
maciones por sentido común o falsas premisas, que, si 
es verdad, en algunas ocasiones pueden coincidir con 
la enfermedad del paciente, no es una regla6. 

En otras palabras, gracias al método clínico se 
producen conocimientos valederos y objetivos, cuyo 
resultado es un conocimiento sistemático y fundamen-
tado6. En este contexto, William Osler et al 2012 ex-
pone y aún se encuentra en vigencia7: “La medicina es 
ciencia y arte, la ciencia de las probabilidades y el arte 
de discernir incertidumbre “.

En la actualidad, la medicina basada en la eviden-
cia (MBE) no siempre es bien interpretada y aplicada 
por algunos profesionales y se obvia la importancia del 
método clínico como proceso del diagnóstico inheren-
te a la medicina práctica. Ante esta problemática, los 
autores  se proponen con esta revisión caracterizar el 
método clínico, a partir de la posición que ocupa res-
pecto a la medicina basada en la evidencia.  

DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO CLÍNICO
El método clínico puede aportar hasta el 95 % del 

diagnóstico. Es así que a través del interrogatorio se 
puede llegar al 60 a 70% del diagnóstico, el examen fí-
sico añade un 10 a 15% 3,6 y los exámenes complemen-
tarios pueden subir esta certeza diagnóstica hasta el 
95%. 6,8 Podemos dividir al método clínico en etapas:

Primera Etapa: Identificación del Problema
La primera etapa es la identificación del proble-

ma. El paciente siente una alteración, que le motiva 
a buscar al médico6,8. Esta motivación debe tenerse 
siempre en cuenta, incluso cuando son síntomas ines-
pecíficos, problemas de salud desorganizados e indife-

1 Hospital del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social de Ibarra, Imbabura, Ecuador. Av. Víctor Manuel Guzmán s/n y Brasil. 
2 Hospital pediátrico “Baca Ortiz”, Quito, Ecuador. 
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renciados3, pues es una de las piezas fundamentales para llegar a 
la resolución del problema6.

Segunda Etapa: Búsqueda de Información
La segunda etapa consiste en realizar una búsqueda de in-

formación, dirigida y orientada a encontrar datos importantes 
que lleven a la resolución del problema. La información se ob-
tiene de manera sistemática mediante la anamnesis y el examen 
físico6. Durante el proceso del interrogatorio, se deben analizar 
el valor de los datos aportados y decidir cuáles son relevantes y 
cuales merecen ser investigados con mayor profundidad3.

El examen físico proporciona la evidencia confirmatoria a 
favor de una o más posibilidades diagnósticas, por lo cual, más 
que un examen mecánico, debe ser un examen físico global, pero 
orientado a apoyar o descartar aquellas ideas diagnósticas que 
estamos sospechando1. No es solamente la técnica la que deter-
mina el éxito para detectar hallazgos positivos en el examen físi-
co, sino una mente preparada para percatarse de ellos9.

El médico siempre tiene la ventaja que además de estudiar 
los signos y síntomas de la enfermedad, realizar un examen físi-
co completo, puede estudiar a la persona, al ser humano que las 
padece y a su familia, su entorno, su estilo de vida y condición 
sociocultural6, 8, 10, 11. Esta información y el análisis subyacente 
permite identificar factores precipitantes, coadyuvantes o perpe-
tuantes de la afección, aun si no se encuentra la causa6.  

En el proceso de obtención de información del paciente, el 
profesional debe considerar el conocimiento que brinda la evi-
dencia científica acerca de la frecuencia de asociación de deter-
minados síntomas y signos con la prevalencia de una afección 
en una edad, sexo, color de la piel o población determinada, así 
como sus factores de riesgo y las causas que la provocan. 

El diálogo instaurado con el paciente no sólo sirve para 
guiar la anamnesis y enfocar los demás pasos del método clínico, 
sino que permite también instaurar una relación médico pacien-
te adecuada11, que promueva la confianza y adherencia al trata-
miento, además de que por sí sola esta relación tiene un efecto 
terapéutico3.

Tercera Etapa: Formulación de la hipótesis
Con toda esta información obtenida, el médico ya debería 

tener una impresión diagnóstica3, diagnóstico presuntivo o hi-
pótesis formulada, la cual debería estar basada en la información 
recogida y tener un fundamento teórico6. Esta hipótesis diagnós-
tica es importante porque enmarca las acciones futuras que lleva-
rán como paso final a la resolución del problema5.

Los siguientes principios se deben tener en cuenta a la hora 
de analizar toda la información y construir un diagnóstico pre-
suntivo9: 

1.      Hacer un resumen objetivo del caso clínico. 
2.      Ordenar la información. 
3.          Jerarquizar los síntomas y signos de acuerdo con su 

sensibilidad, especificidad, valor predictivo, importancia relativa 
según la fisiopatología de la enfermedad, potencial gravedad, etc. 

4.      Agrupar los signos y síntomas encontrados, si es posi-
ble en síndromes. 

5.      No agrandar el diagnóstico, ni crear síndromes artifi-
ciales. 

6.      Ir del síntoma al síndrome, no viceversa. 
7.      Analizar la enfermedad en la persona. 
8.          Jugar con las probabilidades: “Pensar siempre en lo 

frecuente, pero sin olvidar lo raro”
9.      Recordar que se investiga una enfermedad en una per-

sona, no se investigan enfermedades en un libro. 
Se han descrito algunos métodos inconscientes por los cua-

les los médicos agrupan a información y generan sus hipótesis:5
1. Aproximación gestáltica: Al observar elementos como 

síntomas o signos, el médico se forma una imagen mental de lo 
que puede estar ocurriendo. Este método tiene más probabilidad 

de error, sin embargo, tiene mayor precisión en médicos con ma-
yor experiencia, debido a que aumenta la batería de experiencia 
que le permite comparar. Ejemplo: Paciente con dolor abdominal 
localizado en fosa ilíaca derecha: apendicitis. 

2. Aproximación heurística: es un método no riguroso, 
que permite simplificar el proceso necesario para llegar a una 
solución, en algo más simple, es una especie de atajo mental. 
Es característico anclar o ajustar síntomas y buscar compatibi-
lidad con una enfermedad, como un rompecabezas. Uno de los 
problemas más grandes es que no considera probabilidades o 
prevalencia de la condición. Ejemplo: Paciente con hemiparesia 
catalogado como accidente cerebrovascular a pesar de tener 10 
años de edad. 

3. Método de la probabilidad previa o prevalencia del cua-
dro: El médico toma en cuenta la información recopilada pre-
viamente, de manera objetiva y numérica, contrastando con las 
prevalencias de las enfermedades en la población local. 

En base al estudio de la información del paciente y la po-
blación, se toma en cuenta la probabilidad pretest y postest de 
la prueba a realizar. La probabilidad pretest es la probabilidad 
de que se llegue a una conclusión sólo con la información que 
se dispone hasta el momento y la probabilidad postest es la pro-
babilidad de llegar a la conclusión posterior a realizar exámenes 
complementarios. 

Este método permite trabajar con información precisa y es 
uno de los elementos iniciales para la aplicación de la Medicina 
Basada en Evidencia. 

Precisamente se establece una de las grandes diferencias en-
tre el método clínico basado en atención razonada e individuali-
zada al paciente y MBE12 con un enfoque poblacional y su obje-
tivo primordial es la generalización y la mejora de los resultados 
sanitarios en el promedio de los pacientes.

Aunque todos los médicos en alguna ocasión, realicen apro-
ximaciones gestálticas o heurísticas para realizar presunciones 
diagnósticas y llegar al diagnóstico definitivo correcto, no debe-
ría ser la regla. Todo estudiante de medicina y médico formado 
debería usar el método de la probabilidad previa o prevalencia 
del cuadro, recomendaciones según MBE confluyendo las dos 
corrientes como métodos científicos, para llegar a crear una hi-
pótesis diagnóstica fundamentada y valedera5. 

Cuarta Etapa: Contrastación del diagnóstico
La cuarta fase es someter a contrastación el diagnóstico pre-

suntivo, el cual se realiza programando de manera enfocada una 
diversidad de pruebas diagnósticas (laboratorio, imagen, anáto-
mo patológicas, etc.)3, 6.

Los exámenes complementarios son importantes debido a 
que disminuyen el área de incertidumbre5. Además: 

1.      Pueden confirmar o rechazar las hipótesis planteadas
2.      Pueden ampliar el conocimiento sobre la enfermedad 

del paciente, brindar datos importantes sobre la causa, extensión, 
localización del daño, magnitud del proceso o afectación orgáni-
ca, aspectos muy importantes a la hora de conocer el pronóstico 
y tomar decisiones terapéuticas asociadas. 

3.      Contribuyen a excluir posibilidades diagnósticas.
La decisión de enviar un examen complementario requeri-

do, debería basarse en la urgencia del caso (tiempo disponible), 
la magnitud del aporte a la precisión del tratamiento, factibilidad 
técnica y contraindicaciones para realizar el procedimiento4.

El médico también debe conocer cómo interpretar el exa-
men, los límites de la normalidad, causas de falsos positivos9, 
falsos negativos y tenerlos en cuenta a la hora de encontrarse con 
el paciente4.

Quinta Etapa: Exposición de resultados: 
Diagnóstico definitivo

La hipótesis diagnóstica se aprueba o rechaza con la reali-
zación de exámenes complementarios8, aunque debe recalcarse 
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Figura 1. Umbrales de decisión en la formulación de hipótesis para el diagnóstico correcto según probabilidades. Fuente: Adaptado de Capurro., 2007. 5

que en algunas ocasiones no es necesario realizarlos para llegar 
al diagnóstico definitivo4.

En los casos que se rechace la hipótesis, se reinicia el mé-
todo, convirtiéndose en un proceso en espiral3,10. Es lógico que, 
si la identificación del problema y la búsqueda de información 
fueron deficientes, pues la hipótesis no tendrá posibilidad de 
comprobarse8.

Elementos que intervienen para llegar a un 
diagnóstico correcto

Como se expuso en la tercera etapa, el método mental que se 
debería usar al momento de crear una hipótesis diagnóstica, es el 
método de las probabilidades.

Se debe tomar en cuenta que el proceso de análisis de datos, 
probabilidad pretest, test, probabilidad postest no es único, pues 
en ocasiones la probabilidad postest no es suficientemente fuerte 
como para eliminar la incertidumbre y afirmar que se ha llegado 
al diagnóstico definitivo. 

Entonces, durante este proceso intuitivamente se repite 
nuevamente todo el método clínico, recopilando e incorporan-
do nueva información, hasta que el nivel de certeza sea tan alto 
como para descartar o apoyar un diagnóstico5. El nivel de cer-
teza adecuado para confirmar o excluir un diagnóstico se llama 
“Umbral de decisión”, mientras que el punto sobre el cual no 
requerimos más información ni exámenes complementarios, 
porque tenemos un diagnóstico y vamos a iniciar el manejo con-
cordante, se llama “Umbral terapéutico”. Aquel por debajo del 
cual dejamos de requerir nuevos test porque estimamos que la 
probabilidad es tan baja que no se justifica, se llama “Umbral de 
estudio adicional”. Estos umbrales de decisión no son fijos para 
todas las patologías ni para todos los pacientes, sin embargo, de-
bería tenerse en cuenta siempre este esquema cuando valoramos 
uno, tal como se muestra en la figura 1. 

Siempre que nos encontremos en un punto medio entre el 
umbral de estudio adicional y el umbral terapéutico, requerire-
mos nuevos exámenes complementarios para disminuir la in-
certidumbre o desechar completamente la hipótesis diagnóstica. 
Una correcta estimación de la probabilidad pretest y un adecua-
do conocimiento del rendimiento de los test a utilizar, nos per-
mitirán realizar este proceso más eficiente5.

Calidad en el proceso diagnóstico
Este enfoque integral es un proceso obligado que todo médi-

co debería realizar dentro del análisis diagnóstico3, para realizarlo 
con calidad debería cumplir con los siguientes requisitos6, 13.

1.      La información que se recoge debe ser real. 
2.      Los problemas de salud deben estar bien identificados
3.      La o las hipótesis diagnósticas deben estar bien preci-

sadas. 
4.      La indicación de los exámenes complementarios debe 

estar justificada 
5.      La conducta terapéutica debe estar basada en el diag-

nóstico y adecuadamente fundamentada
6.      El paciente debe ser informado sobre su condición de 

salud y opciones terapéuticas a seguir. El paciente debe demos-
trar conformidad con el tratamiento propuesto. 

7.      La evaluación (exposición de resultados) en la histo-
ria clínica, debe expresar el pensamiento científico y análisis del 
médico. 

8.      El egreso debe ser un resumen de cada problema del 
paciente y de las orientaciones médicas para darles solución. 

Actualmente, el Centro de Estudios de Medicina Familiar 
IanMcWhinney, en Argentina, ha propuesto una serie de pautas 
para involucrar al paciente de manera activa dentro del proceso 
diagnóstico y terapéutico. Las variaciones se conocen como el 
Método Clínico Centrado en el Paciente (MCCP) e involucran 
los siguientes componentes11:

1.      Comprender integralmente a la persona en un contexto 
bio-psico-social.

2.      Explorar y entender la dolencia desde el punto de vista 
del paciente: investigar la dimensión humana de la experiencia 
de la enfermedad, nivel de aceptación y adaptación por parte 
del paciente, adherencia a tratamientos previos si existieran, así 
como ideas, vivencias y sentimientos en torno a la condición ac-
tual.

3.      Encontrar un campo común entre el médico y el pa-
ciente, en relación al manejo del problema de salud. 

4.      Incorporar la promoción de la salud y la prevención. 
5.      Reforzar la relación médico paciente
6.      Uso realista del tiempo y los recursos, en el contexto de 

cada individuo y el lugar donde se encuentran. 

MÉTODO CLÍNICO Vs MEDICINA BASADA EN 
EVIDENCIA

EEl método se define como “Un proceso sistemático que lle-
va a conocer la realidad objetiva, mediante aproximaciones suce-
sivas.”14,15 El método científico es un método general, constituido 
por una serie de etapas necesarias en el desarrollo de toda investi-
gación científica, en la forma de abordar la realidad y estudiar los 
fenómenos que se producen en la vida con el propósito de descu-
brir14. Un aspecto muy importante del método científico es que se 
contrapone a todo pensamiento espontáneo, instintivo y casual15.
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Se puede apreciar que tanto el método clínico como la medi-
cina basada en evidencia cumple los criterios y procesos para ser 
considerados como métodos científicos.

El método clínico es el método científico aplicado a las 
ciencias clínicas y psicológicas16 en el estudio del proceso salud 
enfermedad. En otras palabras, el método clínico no es más que 
el método científico aplicado al trabajo con cada paciente, a una 
escala observacional y experimental6,13.

Sacristán12 hace referencia a las diferencias y semejanzas de 
la medicina basada en evidencia y la medicina centrada en el pa-
ciente que no es más que el método clínico.

VULNERABILIDAD DEL MÉTODO CLÍNICO
Actualmente, hay una crisis del método clínico, debido 

a un progresivo menosprecio de la clínica asociado a una cre-
ciente debilidad en el desarrollo de habilidades semiológicas y 
clínicas17, sobrevaloración de la tecnología10, falta de tiempo en 
la consulta médica y desinterés por entablar una buena relación 
médico paciente13,18. 

“Todo médico debe tener la misma base teórica y concep-
tual de la medicina… “3. Sin embargo, en la actualidad los médi-
cos no tienen la misma base teórica y conceptual, cada vez más 
los estudiantes y residentes jóvenes optan por saltarse etapas fun-

Figura 2. Comparación del Método clínico o Medicina Centrada en el Paciente (MCP) vs medicina basada en evidencia (MBE)  se muestra las diferencias 
y la complementación de ambos procesos. Fuente: Sacristán., 201316.

damentales del método clínico para llegar sólo a la realización de 
exámenes3. 

En otras ocasiones realizan el proceso de identificación del 
problema, búsqueda de información, sin embargo, obvian la eta-
pa del análisis de la información y formulación de hipótesis diag-
nóstica19 y como resultado, se realizan una cantidad de exámenes 
complementarios innecesarios y sin fundamentación1 ,6, 20.

Algunos autores señalan que este problema se basa en que 
los programas y planes de estudios no brindan a los estudiantes, 
conocimientos detallados de cómo se realiza el razonamiento 
diagnóstico y los estudiantes aprenden empíricamente, viéndolo 
hacer y copiando a los residentes mayores, que tampoco lo hacen 
adecuadamente9. También hay que considerar la falta de tiempo, 
desinterés y pereza de los médicos que si conocen las técnicas y 
sin embargo no lo realizan13.

De cualquier forma, es preocupante observar cómo se han 
dejado a un segundo plano las prácticas semiológicas tradiciona-
les y cada vez más, los médicos se aferran a prescribir deliberada-
mente exámenes para encontrar un diagnóstico, sin previamente 
haber realizado el ejercicio ordenado y metódico que lleve a te-
ner presunciones diagnósticas2. Incluso, algunos médicos actúan 
como si las técnicas complementarias sustituyeran al pensamien-
to y consideran innecesario hacer presunciones diagnósticas pre-
vias6.

En este momento en donde médico, y porque no decirlo, 
los pacientes, sobrevaloran el uso de la tecnología y hasta recla-
man estudios más costosos3, a veces respaldándose que entre más 
complejidad hay más calidad8, debemos recordar que han habido 
avances increíbles en el ámbito tecnológico y se han creado re-
cursos diagnósticos y terapéuticos valiosos2, que los exámenes 
complementarios son una fase importantísima en el proceso 
diagnóstico del paciente, sin embargo no es la única etapa y nun-
ca debería decirnos por sí sólo el diagnóstico3.

Debe tenerse siempre presente que la realización de exáme-
nes complementarios conlleva una responsabilidad económica 
extra ya sea para el paciente o para el estado, expone al paciente a 
complicaciones e iatrogenias8, ansiedad y pérdida de tiempo del 

paciente y/o familiares3. Con esta situación, hay pacientes que 
pueden sentir desapego, falta de relación empática con su médi-
co, sentirse ansiosos, ignorados o explotados económicamente y 
no seguir el tratamiento, así este sea el correcto, mientras que el 
médico puede perder la capacidad de comunicarse, transmitir 
interés, confianza y esperanza8. Es más, toda prescripción o prác-
tica que no esté basada en un análisis previo y este pueda ser re-
producible, se hace vulnerable a la mala práctica médica, ya que 
ninguna técnica puede sustituir aún al pensamiento humano6.

En la figura 3, se resumen los principales factores que han 
propiciado la vulnerabilidad del método clínico: 

Además del problema previamente expresado y a partir de la 
realidad que se ha vivido a finales del siglo XX e inicios del XXI, 
varios autores han llamado la atención sobre la aparición de dos 
síndromes, cada vez más frecuentes en la práctica clínica actual:      
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Figura 3. Fuente: Adaptado de Ilizástigui., 20106. (La vulnerabilidad del método clínico en todas sus fases son inherentes al médico).

1. Síndrome de la neblina informativa
El síndrome de la neblina informativa consiste en “no ver lo 

que hay frente a sus ojos y ver lo que no hay.”21

Se produce cuando no se cumplen las etapas fundamentales 
del método clínico, por lo que se prescriben exámenes comple-
mentarios precipitados, incompletos o se repiten21, luego se re-
ciben resultados, sin una base para analizarlos. Como resultado, 
puede haber un porcentaje de falsos positivos y falsos negativos 
que el médico no sabe que se han producido, no puede dismi-
nuir la incertidumbre y no debería afirmar que ha llegado a un 
umbral de certeza17, 21. De no disponerse de una buena hipótesis 
diagnóstica, se hace confusa e indistinguible la identificación de 
cuál es la enfermedad y cual no17. 

2. Síndrome de hipocompetencia clínica
Este síndrome esta provocado por la pérdida paulatina de 

habilidades semiológicas y clínicas8, con deterioro en la entre-
vista médica, observaciones, análisis, juicio clínico y acción del 
médico21.

La situación empeora por el desinterés progresivo de los 
médicos por el paciente y el exceso de confianza en la tecnología, 
como ya se citó anteriormente21.

En 1984, Beckman y Frankel estudiaron la actitud de los 
médicos al escuchar a los enfermos. Los resultados fueron devas-
tadores. Según la investigación, el médico paraba de escuchar al 
paciente en promedio a los 18 segundos de haber comenzado a ha-
blar y en ocasiones, cuando sólo habían hablado 5 segundos.  Solo 
el 20% de los pacientes pudo completar el relato de sus quejas.11 
Este estudio, realizado hace casi 30 años, demuestra la poca predis-
posición del médico para escuchar al paciente. 

Si no se escucha al paciente, no existe una comunicación 
adecuada, por lo tanto, el paciente se siente desatendido, no tie-
ne confianza sobre el médico y por lo tanto no se establece una 
buena relación médico paciente. Como resultado, el paciente no 
colaborará lo suficiente en la atención de su proceso, es posible 
que no tenga adherencia al tratamiento o ni siquiera lo tome22.

PERSPECTIVAS ACTUALES
No existen razones para abandonar el método clínico, todo 

lo contrario. El médico debe intentar actuar científicamente, 

emplear esa batería de conocimientos para realizar un análisis 
exhaustivo de los problemas de salud del paciente, luego realizar 
exámenes complementarios para aprobar o rechazar su hipóte-
sis6 y a su vez, conocer la validez del test que realiza, su valor 
predictivo positivo y negativo, para según eso, tomar decisiones3 

diagnósticas, terapéuticas y pronosticas1.
Sólo comprendiendo el valor y la importancia del método clí-

nico, usándolo y enseñando su uso a las futuras generaciones6, 8, 17, 
se podrá evitar que los médicos sólo usen el sentido común y 
nos convirtamos en mecánicos e irracionales, puros prescrip-
tores de exámenes desarticulados e improcedentes23 y revisores 
de resultados6. Nos deberíamos preguntar: ¿Si abandonamos el 
método clínico, que nos diferenciará de una computadora o un 
programa?

Se recomienda no ignorar todos los avances tecnológicos, 
sino aprovecharlos, sin dejar de lado el análisis previo, revisar 
la evidencia actual que nos compete23, encontrando un proceso 
más eficiente, eficaz y seguro tanto para el paciente como para 
el médico1, recordando que el diagnóstico es la base fundamen-
tal de la atención a los pacientes y premisa indispensable para 
instaurar una terapéutica eficaz10, también la base para instaurar 
una buena relación médico paciente, demostrar interés, explicar 
al paciente su patología y entablar la confianza necesaria para 
que haya adherencia al tratamiento23. 

Como plantea Ilizástigui 2010: “El afianzamiento, el refina-
miento y su desarrollo integral son indispensables para llenar las 
necesidades de la clínica, para el presente y para el futuro”.3

Conclusiones
El método clínico es un eslabón fundamental durante el pro-

ceso diagnóstico del paciente enfermo, al ser un proceso siste-
mático, ordenado, reproducible y que evita que el médico realice 
afirmaciones al azar o por sentido común. 

El método clínico permite estudiar no solamente a la enfer-
medad del paciente, sino al ser humano mismo, desde un punto 
de vista bio-psico-social.

La clínica, la semiología, las habilidades semiotécnicas y el 
método clínico, deben continuar enseñándose en las escuelas de 
medicina, haciendo énfasis en la importancia que tienen para el 
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adecuado desempeño profesional, siendo enriquecida con la me-
dicina basada en evidencia o mejor dicho la mejor evidencia de 
la medicina. 

El método clínico y la medicina basada en evidencia no son 
corrientes antagónicas, sino la aplicación de ambos métodos ele-
va la certeza diagnostica del paciente y a su vez mejora la atención 
de pacientes futuros. 
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ABSTRACT

The search of new technologies suitable for the treatment of wastewater containing endocrine disrupting che-
micals (EDCs) such as bisphenol A (BPA), triclosan (TCS), estrone (E1), 17β-estradiol (E2) and 17α-ethinylestradiol 
(EE2) is a challenge since existing traditional wastewater treatment plants (WWTPs) are not able to eliminate them 
completely. Even at concentrations of ng/L, EDCs have an impact in the endocrine system of the fauna producing 
morphological deformities, reduced overall growth, reduced sperm quality and delayed ovulation, sex reversal male 
to female, among others. Efforts have been put in the study of different post-treatments to remove the residual 
concentration of EDCs present in WWTP effluents. The most frequently used technologies are advanced oxidation 
processes (AOPs) such as photocatalysis, photodegradation, sonolysis, ozonolysis, amongst others. In general, these 
processes have high degradation rate but they have low selectivity and high costs. In addition, AOPs can be a cause 
of concern itself since they may render harmful by-products or transformation products which can have similar 
or increased estrogenicity of that of the parent compound. A biological alternative may be use of white-rot fungi 
(WRF) or their lignin modifying enzymes (LMEs) to treat wastewater containing EDCs. From an operational point of 
view, the use of LMEs in in vitro systems, compared to the use of WRF in in vivo systems, is easier and cheaper since 
no aseptic conditions are needed. Among the LMEs, laccase is the most extensively studied enzyme for the degrada-
tion of BPA, TCS, E1, E2 and EE2 whereas peroxidases (LiP, MnP and VP) have not been studied in such level of detail.

Keywords: endocrine disrupting chemicals; white-rot fungi; lignin modifying enzymes; estrogenic activity.
RESUMEN

La búsqueda de nuevas tecnologías adecuadas para el tratamiento de aguas residuales que contienen compuestos 
disruptores endocrinos (CDE), tales como bisfenol A (BPA), triclosán (TCS), estrona (E1), 17β-estradiol (E2) y 17α-eti-
nilestradiol (EE2) es un reto, ya que las plantas tradicionales de tratamiento de aguas residuales tradicionales (EDAR) 
no son capaces de eliminarlas completamente. Incluso en concentraciones de ng/L, los CDEs tienen un impacto en 
el sistema endocrino de los animales produciendo deformidades morfológicas, reducción del crecimiento general, 
reducción de la calidad espermática y retraso de la ovulación, inversión sexual masculina a femenina, entre otros. 
Los esfuerzos se han enfocado en el estudio de diferentes post-tratamientos para eliminar la concentración residual 
de los CDEs presentes en los efluentes de la EDAR. Las tecnologías más empleadas son los denominados procesos 
de oxidación avanzada (POAs) tales como fotocatálisis, fotodegradación, sonolisis, ozonolisis, entre otros. En gene-
ral, estos procesos tienen una alta tasa de eliminación pero tienen baja selectividad y alto coste. Además, los POAs 
pueden producir subproductos dañinos o productos con una estrogenicidad similar o mayor que la del compuesto 
inicial. Una alternativa biológica puede ser el uso de hongos de podredumbre blanca (HPB) o sus enzimas modifica-
doras de lignina (EML) para tratar aguas residuales que contienen CDEs. Desde un punto de vista operativo, el uso de 
EMLs en sistemas in vitro, en comparación con el uso de HPBs en sistemas in vivo, es más fácil y más barato ya que no 
se necesitan condiciones asépticas. Entre las EMLs, la lacasa es la enzima más ampliamente estudiada para la degra-
dación de BPA, TCS, E1, E2 y EE2, mientras que las peroxidasas (LiP, MnP y VP) no se han estudiado en tanto detalle.

Palabras clave: compuestos disruptores endocrinos; hogos de podredumbre blanca; enzimas modificadoras de lig-
nina; actividad estrogénica.

INTRODUCTION

Endocrine disrupting chemicals
Since the end of the 1990 there has been a growing 

concern about the exposure to substances which are 
suspected to interfere with the endocrine system, and 
thus, may cause health effects such as cancer, beha-
vioural changes and reproductive abnormalities in hu-
man beings and wildlife.

  Many of the thousands of anthropogenic che-
micals currently released into the environment are 
endocrine disrupting compounds (EDCs). These are 
defined as “a group of chemicals (natural, synthetic, 
industrial chemicals or by-products) present in the en-
vironment and suspected to alter the functions of the 
endocrine system and, consequently, causing adverse 
health effects in an intact organism, or its offspring or 
(sub) population”1. Figure 1 shows the main distribu-
tion of EDCs in the environment.

Oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) in natural environment.  Copyright Jan Podaril | Dreamstime.com http://www.dreamstime.com/podaril_info
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Two classes of substances can cause endocrine disruption:
  - Man-made substances which comprise: (i) synthetica-

lly-produced hormones, including oral contraceptives, such as 
ethynylestradiol (EE2), hormone replacement therapy and some 
animal feed additives, designed deliberately to interfere with and 
modulate the endocrine system; (ii) a variety of man-made che-
micals, such triclosan (TCS) present in cleaning agents or bisphe-
nol A (BPA) used in consumer goods and iii) various by-products 
from industrial processes such as dioxins.

 - Natural hormones which include estrogens such as estrone 
(E1), 17β-estradiol (E2), and estriol (E3), progesterone and tes-
tosterone naturally found in the body of humans and animals, 
and phytoestrogens, such as isoflavonoides and coumestrol, pre-
sent in some plants.

 Endocrine systems regulate a multitude of developmental, 
metabolic, and reproductive processes including embryonic de-
velopment, gonadal formation, sex differentiation, growth and 
digestion; therefore, endocrine disrupting compounds, may affect 
these processes by either binding to or blocking hormone recep-
tors, thereby, triggering or preventing hormonal response.

Bisphenol A
Bisphenol A (BPA) is an industrial organic compound of for-

mula (CH3)2C(C6H4OH)2 with two phenol functional groups 
(Figure 2).

Health effects
The production and use of BPA is a controversial issue all 

around the world. The National Toxicology Program Center for 
the Evaluation of Risks to Human Reproduction (NTP) from the 
United States completed a review of BPA. Regarding BPA, the NTP 
expressed “some concern for effects on the brain, behavior, and 
prostate gland in fetuses, infants and children at current human 
exposures to bisphenol A”. The Program also expressed “minimal 
concern for effects on the mammary gland and an earlier age for 

puberty for females in fetuses, infant, and children at current hu-
man exposures to bisphenol A” and “negligible concern” for other 
outcomes. However, the Program stated that “additional research is 
needed to fully assess the functional, long-term impacts of exposu-
res to bisphenol A on the developing brain and behavior”2.

  In March 2012, the U.S. Food and Drug Administration 
(FDA) concluded that “the scientific evidence now does not sug-
gest that the very low levels of human exposure to BPA through the 
diet are unsafe”. However, the FDA recognizes potential uncertain-
ties in the overall interpretation of these studies; therefore, in July 
2012, the FDA banned the use of BPA in baby bottles and sippy 
cups.

 Canada was the first country to take action on BPA, thanks 
to the Chemicals Management Plan, developed by Canadian En-
vironmental Protection Act (CEPA). Although there is no gene-
ral recommendation concerning BPA, the Canadian Government 
advised to reduce exposure of newborns and infants less than 18 
months3. Consequently, the proposed ban applies only to baby 
bottles made of polycarbonate.  All other containers made with 
other types of plastics can continue to be used safely.

 Concerning the use of bisphenol A in Europe, in 2006 the 
European Food Safety Authority (EFSA) concluded that infants 
aged 3 and 6 months fed using polycarbonate infant feeding bott-
les have the highest exposure to BPA, though below the tolerable 
daily intake (TDI, 0.05 mgBPA/kg). Even if the infant has sufficient 
capacity to remove BPA at worst-case exposure, the EFSA poin-
ted out that an infant’s system to remove BPA is not as developed 
as that of an adult and it gradually reaches the adult capacity af-
ter 6 months. Consequently, the new EU regulation applied from 
May 1st 2011 prohibits the use of Bisphenol A in the manufacture 
or import of polycarbonate infant feeding bottles.

 As a general conclusion, it can be established that even when 
it is not clearly demonstrated that BPA can have an effect on hu-
man beings, most countries around the world ban the use of BPA 
for the production of baby bottles or other household items that 
can be in close contact with infants.

Figure 1. Distribution of EDCs in the environment.



The Impact of Endocrine Disrupting Chemicals on the Environmental and their Potential Biotransformation by White-rot Fungi and their Oxidative Enzymes
 El impacto de los compuestos disruptores endocrinos sobre el medio ambiente y su potencial biotransformación por hongos de pudrición blanca y sus enzimas oxidativas 265    265    

Bionatura     •     Volumen 2 / Número 1     •     http://www.revistabionatura.com

Environmental risks
BPA emissions to the environment may be from several sour-

ces such as producing factories, installations that include BPA into 
plastic and leachates from plastic wastes and landfill sites. Variable 
ranges of BPA concentrations have been detected: 5–320 ng/L in 
river waters, 20–700 ng/L in sewage effluents, 2–208 ng/m3 in air, 
0.2–199 ng/g in dust and 0.1–384 ng/g in food-stuffs. Municipal 
wastewater treatment helps achieve removal efficiencies in the 
range of 90-99%, depending on the technical capabilities of sewa-
ge treatment systems4.

 Based on reported EC50 and LC50 values that range from 1.0 
to 10 mg/L, BPA is classified as “moderately toxic” and “toxic” 
to aquatic biota by the European Commission and the United 
States Environmental Protection Agency (US EPA), respectively5. 
However, studies of BPA effects on wildlife indicate that the com-
pound may be harmful even at environmentally relevant concen-
trations (12 μg/L) or lower6.

Triclosan
Triclosan is a type of bisphenol that exhibits antimicrobial ac-

tivity (Figure 2). It is a synthetic, non-ionic, broad-spectrum anti-
microbial agent, possessing mostly antibacterial, but also antifun-
gal and antiviral properties7. Triclosan is fairly insoluble in aqueous 
solutions except for alkaline pH, and it is readily soluble in most 
organic solvents.

 It is used in many contemporary and professional health care 
products, such as hand soaps, hand washing solution, deodorants, 
etc7. It is also included into fabrics and plastics, as those in toys, 
toothbrush handles, cutting boards, pizza-cutter and mop handles, 
as well as surgical drapes and hospital over-the-bed table tops.

Health effects
According to the FDA, there is no evidence that triclosan is 

hazardous to humans; there is no sufficient safety evidence to re-
commend changing consumer use of products that contain triclo-
san.

  The Government of Canada completed its preliminary as-
sessment of triclosan under the Canadian Environmental Protec-
tion Act and the Pest Controls Products Act. The review concludes 
that triclosan is not harmful to human health, but in significant 
amounts it may cause harm to the environment8.

  The opinion of the European Commission, through the 
Scientific Committee on Consumer Products (SCPP), is that “ta-
king into account the provided toxicological data, the continued 
use of triclosan as a preservative at the limit concentration of 0.3% 
in all cosmetic products is not safe for the consumer because of the 
magnitude of the aggregate exposure. However, its use at a maxi-
mum concentration of 0.3% in face products, toothpastes, hand 
soaps, body soaps/shower gels and deodorant sticks, is considered 
safe. However, the use of triclosan in other leave-on products (e.g. 
body lotions) and in mouthwash solutions is not considered safe 
for the consumer due to the higher level of exposure.”

Environmental risks
The widespread use of triclosan results in the discharge of this 

compound to wastewater. Triclosan is transported through the do-
mestic waste stream to wastewater treatment plants (WWTPs9). 
Municipal wastewater treatment helps achieve removal efficiencies 
in the range of 51-95%, depending on the technical capabilities of 
sewage treatment systems10,11. Both the incomplete removal of tri-
closan from wastewater treatment plants and its presence in bioso-
lids spread as fertilizers lead to triclosan being distributed in soils 
and surface waters.

 Mass balance studies have demonstrated that triclosan also 
exhibits significant persistence, partitioning and sequestration in 
biosolids (logKOW~4.212), therefore 50±19% of the incoming triclo-
san, approximately, was observed to persist and become sequeste-
red in biosolids in a typical WWTP comprising activated sludge 
treatment and anaerobic digestion13.

Natural and synthetic hormone substances: estro-
ne, 17β-estradiol and 17α-ethinylestradiol

Estrogens are a group of steroid compounds, named for their 
importance in the oestrus cycle, functioning as the primary female 
sex hormone. While estrogens are present in both men and women, 
they are usually presented at significant higher levels in women of re-
productive age14. The natural estrogens, estrone (E1) and 17β-estra-
diol (E2), and the synthetic one, 17α-ethinylestradiol (EE2), Figure 2, 
are the estrogens most commonly found in wastewater15.

  Estrone, C18H22O2, also known as oestrone (3-hydroxy-
1,3,5(10)-estretrien-17-one) is a C-18 natural steroid hormone. 
Estrone is one of the naturally occurring estrogens, the others be-
ing estradiol and estriol. Estrone is produced primarily from an-

Figure 2. Molecular structure of bisphenol A, triclosan, estrone, 17β-estradiol and 17α-ethinylestradiol
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drostenedione originating from the gonads or the adrenal cortex 
and from estradiol by 17-hydroxysteroid dehydrogenase. 17β-es-
tradiol, C18H24O2, also known as estradiol and oestradiol, (17β)-es-
tra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol, is another natural steroid hormone. 
Like other steroids, E2 is derived from cholesterol. 17α-ethinyles-
tradiol, C20H24O2, is the major exogenous estrogen in humans. It is 
a bioactive estrogen used in several formulations of combined oral 
contraconceptive pills. It was approved by the FDA in the United 
States on 1943 and the FDA withdrew approval on 2004.

 All humans as well as animals can excrete hormone steroids 
from their bodies, which end up in the environment through 
sewage discharge and animal waste disposal. Based on daily ex-
cretion of estrogen, dilution factor and previous measurements, 
levels of estrogens in ng/l are expected to be present in aqueous 
environmental samples14. Those steroids have been detected in 
influents and effluents of sewage treatment plants and surface 
water; therefore, since the three estrogens are not completely re-
moved by WWTPs they remain with fluctuating concentrations 
in effluent, and discharge of such effluent. This may be the main 
reason for the wide occurrence of estrogens in surface waters, 
ground waters and even in drinking waters16.

White-rot fungi
White-rot fungi (WRF) belong to the class of basidiomycetes 

and certain ascomycetes, and they constitute the most important 
rotting fungi since they are the only microorganims able to mine-
ralize lignin producing carbon dioxide and water. The term “whi-
te-rot” has been traditionally used to describe forms of wood decay, 
leaving a light, white, rather fibrous residue completely different 
from the brown powder left by brown rot fungi. Generally, WRF 
are unable to use lignin as a sole carbon source but they degrade it 
in order to gain access to cellulose and hemicellulose. Within this 
group, Phanerochaete chrysosporium is the most extensively studied 
species, although other fungi such as Bjerkandera adusta, Trametes 
versicolor, Pleurotus ostreatus are also well-known17.

 Delignification is based on the WRF capacity to produce one 
or more extracellular lignin-modifying enzymes (LMEs) which, 
thanks to their lack of substrate specificity, are also capable of de-
grading a wide range of xenobiotics also at relatively low concen-
trations since they are not induced by either lignin or other related 
compounds18. The use of fungal cultures has been considered as an 
environmental tool to remove organic pollutants such as polycy-
clic aromatic hydrocarbons, chlorinated and phenolic compounds, 

dyes, pharmaceutical compounds, among others19.

Lignin modifying enzymes
LMEs are oxidoreductases which catalyze the electron trans-

fer from one substrate to another. LMEs act by generating free 
radicals that randomly attack the lignin molecule, breaking cova-
lent bonds and releasing a range of phenolic compounds. 

  There are two main types of LMEs: peroxidases and lacca-
ses (phenol oxidases). The main LMEs are lignin peroxidase (LiP), 
manganese peroxidase (MnP), versatile peroxidase (VP) and lac-
cases (Lac). In addition, these fungi secrete mediators of high mo-
lecular weight increasing the range of potentially biodegradable 
compounds. White-rot fungi start LMEs production during their 
secondary metabolism, since lignin oxidation provides no net ener-
gy to fungi 20. These enzymes are responsible for generating highly 
reactive and non-specific free radicals 21 that make them attractive 
for the development of advanced oxidation processes, where these 
enzymes may oxidize and degrade highly recalcitrant compounds. 
The main lignin-modifying enzymes are described below.

Laccase (Lac, E.C.1.10.3.2)
The enzyme laccase is a multi-copper oxidase that catalyzes 

one-electron oxidations by transferring one electron from four 
substrate molecules to one molecule of molecular oxygen which 
is reduced to water. Laccase shows low substrate specificity and 
can react with diphenols, aryl diamines, aminophenoles. The 
redox potential of laccases is in the range between 780-800 mV. 
However, in presence of a mediator, laccase is able to oxidize also 
non-phenolic molecules. It has been isolated from cultures of As-
pergillus and thermophilic fungi such as Myceliophora thermo-
phila, Chaemotium thermophilium, among others20.

Lignin peroxidase (LiP, E.C.1.11.1.14)
It was the first ligninolytic enzyme isolated in 1980’s decade 

from the fungus Phanerochaete chrysosporium22. It is a glycopro-
tein with molecular mass between 38 and 47 kDa with a distinc-
tive feature of an unusually low pH optimum near 3. It is able to 
catalyze the oxidation of phenolic and aromatic compounds with 
a similar structure to lignin. LiP shows a classical peroxidase me-
chanism: it can react with phenolic aromatic substrates forming 
phenoxy radicals, but it is unique in its ability to oxidize substra-
tes of high redox potential (up to 1.4 V)20.

Figure 3. Impact of the in vivo and in vitro WRF processes in the elimination of EDCs. BPA (grey), TCS (white), E1 (blue), E2 (yellow) and EE2 (red).
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Table 1. Elimination of EDCs and reduction of estrogenicity by WRF
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Table 2. Elimination of EDCs and reduction of estrogenicity by LMEs
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Manganese peroxidase (MnP, E.C.1.11.1.13) 
Manganese peroxidase is an extracellular enzyme which 

is considered the most widespread ligninolytic peroxidase pro-
duced by almost all white-rot basidiomycetes and by various 
litter-decomposing fungi20. MnP is a glycoprotein with molecu-
lar weights between 32 and 62.5 kDa. This enzyme has a simi-
lar catalytic cycle to other peroxidases involving a two-electron 
oxidation; however, MnP is able to oxidize Mn2+, resulting in the 
formation of diffusible oxidants (Mn3+) capable of penetrating the 
cell wall matrix and oxidizing mainly phenolic substrates23.

 The catalytic cycle is initiated by binding of H2O2 to the na-
tive (ferric) enzyme and formation of an iron-H2O2 complex. 
Subsequent cleavage of the H2O2 oxygen-oxygen bond requires 
a two-electron transfer from the heme resulting in formation of 
MnP-I (Fe4+). Afterwards, the O-O bond is heterolytically clea-
ved and a H2O molecule released. Subsequent reduction proceeds 
through MnP-II (Fe4+). Mn2+ ion acts as one electron-donor for this 
porphyrin intermediate and is oxidized to Mn3+. The reduction of 
MnP-II proceeds in a similar way and another Mn3+ is formed from 
Mn2+, thereby leading to generation of native enzyme and release of 
the second water molecule. MnP is sensitive to high concentrations 
of H2O2 that cause reversible inactivation of the enzyme by forming 
MnP-III23, a catalytically inactive oxidation state but can be rescued 
by Mn3+ ions. This species can form complexes with organic acids, 
such as malonic or oxalic acid, secreted by the fungus in significant 
amounts that attack organic molecules non-specifically at location 
remote from the enzyme active site. These chelators could also 
accomplish other physiological functions; they enhance the disso-
ciation of Mn2+ from the enzyme improving its activity, allow the 
fungus to control pH, sequester Ca2+ ions to increase the pore size 
of the plant cell wall and facilitate the penetration of the enzyme or 
react with O2 to form H2O2 useful for the enzyme activity23.

Versatile peroxidase (VP, E.C.1.11.1.16) 
The enzyme VP is a peroxidase which combines the substra-

te specificity characteristics of the three other fungal peroxidases 
(MnP, LiP and Coprinopsis cinerea peroxidase). In this way, it is 
able to oxidize a variety of high and low redox potential substra-
tes including Mn2+, phenolic and non-phenolic lignin dimers, 
α-keto-γ-thiomethyl-butyric acid (KTBA), veratryl alcohol- di-
methoxybenzenes, different types of dyes (Reactive Black 5), 
substituted phenols and hydroquinones. VP is only produced by 
fungi from the genera Pleurotus, Bjerkandera and Lepista. The VP 
catalytic cycle includes two-electron oxidation of the resting pe-
roxidase (VP, containing Fe3+) by hydrogen peroxide to yield com-
pound I (C-IA, containing Fe4+-oxo and porphyrin cation radical), 
whose reduction in two one-electron reactions, producing Mn3+, 
results in the intermediate compound II (C-IIA, containing Fe4+-
oxo after porphyrin reduction) and then the resting form of the 
enzyme. Compounds C-IB and C-IIB are involved in the oxidation 
of veratryl alcohol and other high redox potential aromatic com-
pounds24.

Removal of EDCs by white rot fungi (WRF) and 
their lignin modifying enzymes (LMEs)

Although conventional biological treatment processes have 
been reported effective at reducing levels of some EDCs in was-
tewater and sewage, the low levels of these contaminants in was-
tewater effluents are still a major concern for the receiving envi-
ronment and downstream users because EDCs exert physiological 
effects at very low concentrations. Therefore, post-treatments me-
thods for the removal of these compounds are being investigated: 
(i) physical methods such as adsorption or membrane separation; 
(ii) chemical treatments, such as those based on oxidative catalysis, 
chlorination, ozonation and other advanced oxidation processes 
(AOPs). In general, these processes have high degradation rate but 
they have low selectivity and high costs. In addition, AOPs can be a 

cause of concern itself since they may render harmful by-products 
or transformation products which can have similar or increased 
estrogenicity of that of the parent compound.

 An environmentally friendly alternative for the elimination 
of EDCs may be the use of microorganisms. Among the different 
possible microorganisms, white rot fungi appear to be a good 
choice since they have been reported to degrade a wide range 
of organic pollutants 19. Several authors have demonstrated the 
ability of different WRF not only to eliminate EDCs but also to 
reduce their estrogenic activity (Table 1). 

WRF were demonstrated to easily eliminate EDCs, reaching 
removal yields higher than 90%25,26 or even 100%26,27 when the ini-
tial concentration was within the order of mg/L. As a consequence, 
WRF were able to reduce the estrogenic activity up to values of 
100%28. However, in the case of estrogenic compounds such as E1, 
E2 and EE2, the estrogenic activity reduction was lower (15-94%)26.

 The main drawback of using white rot fungi for the degra-
dation of organic pollutants is the necessity of working in asep-
tic conditions. Moreover, as shown in Table 1, the time required 
to eliminate 90% of the initial EDCs amount is between 10 and 
14 days. As a consequence, the development of this alternative is 
costly and problematical.

 The capability of this fungal class to remove pollutants usually 
is related to the production and secretion of lignin modifying en-
zymes. Several works have demonstrated that the use of LMEs is a 
good environmental tool for the elimination of organic pollutants 
EDCs (Table 2). Among the different enzymes, laccase is the most 
documented oxidative enzyme considered for the elimination of 
EDCs (Figure 3).

The main advantage related to the use of this enzyme over 
other oxidases and peroxidases is its availability (e.g. DeniLite®, 
the commercial laccase preparation from Novozymes, Denmark) 
due to the scale-up of its production. However, one of its major 
disadvantages is that the redox potential of laccase is low (0.5 - 0.8 
V) when compared with other ligninolytic enzymes such as pe-
roxidases, 1.45-1.51 V 20 and it typically requires chemical media-
tors acting as the real oxidants, participating in the catalytic cycle 
of the enzyme33. Most of these mediators are environmentally un-
safe (HBT, for example) and may have an important economical 
impact on the treatment. As a general approach, it can be establi-
shed that removal yield values reached by using peroxidases are 
higher, between 90% and 100%34 than those observed when using 
laccases for the elimination of EDCs35.

 From an economical point of view, an evaluation of the use 
of LMEs demonstrated that processes based on free peroxidase 
is economically competitive compared to photolysis, ozonolysis 
and Fenton processes36.

CONCLUSIONS
Existing traditional WWTPs are not able to eliminate EDCs 

completely, therefore the search of new technologies suitable for 
the treatment of wastewater containing them is a challenge to be 
addressed. The widespread technologies used for the elimination 
of EDCs are AOPs such as photocatalysis, photodegradation, so-
nolysis, ozonolysis, among others which have been demonstrated 
to get high elimination yields. However, these processes present 
low selectivity and high costs. Moreover, AOPs can be a cause 
of concern itself since they may render harmful by-products or 
transformation products which can have similar or increased es-
trogenicity of that of the parent compound.

 A biological alternative may be the use of WRF and/or 
their LMEs. From an operational point of view, the use of 
LMEs in in vitro systems, compared to the use of WRF in in 
vivo systems, is easier, cheaper and faster. Among the LMEs, 
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G.; Moreira, M. T.; Lema, J. M., Fostering the action of versatile per-
oxidase as a highly efficient biocatalyst for the removal of endocrine 
disrupting compounds. New Biotechnology 2016, 33, (1), 187-195.
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Application of response surface methodology to study the removal 
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laccase is the most extensively studied enzyme for the degra-
dation of BPA, TCS, E1, E2 and EE2. Nevertheless, peroxidases 
have higher redox potential and consequently they provide better 
results of EDC removal (in terms of yield and degradation rate).
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RESUMEN

Espeletia pycnophylla subsp. angelensis es una subespecie del género Espeletia, comúnmente conocido como frai-
lejón, nativo de Ecuador y Colombia. Uno de sus asentamientos primarios es la Reserva Ecológica El Ángel. Al ser 
miembro de los frailejones domina el páramo de la reserva, y ayuda a cumplir su función esencial: captar y distribuir 
el agua hacia tierras bajas. Además, posee ventajas adaptativas que le permiten soportar los climas extremos del 
páramo, así como una alta especificidad en la altura en donde crece.  Los estudios realizados sobre esta especie 
muestran que los frailejones son un ecosistema en sí mismos. En especial, recientes investigaciones los identifican 
como hogar de varias especies de artrópodos. Espeletia pycnophylla subsp. angelensis sufre varias amenazas relacio-
nados con alteraciones en el clima de su hábitat, y es de vital importancia un plan de acción para protegerlo, así 
como también a su hábitat.

Palabras Clave: Frailejón, El Ángel, páramo, adaptabilidad, ecosistema.
ABSTRACT

Espeletia pycnophylla subsp. angelensis is a subspecies of the genus Espeletia, commonly known as “frailejón” native 
of Ecuador and Colombia. One of its primary settlements is El Ángel Ecological Reserve. Because it is a member of 
the “frailejones”, it dominates the reserve paramo, and helps to fulfill its essential function: to capture and distribute 
the water to the lowlands. It also has adaptive advantages that allow it to withstand the extreme climates of the 
paramo, as well as a high specificity in the height where it grows. Studies of this species show that frailejones are 
an ecosystem in themselves. In particular, recent research identifies them as home to several species of arthropods. 
Espeletia pycnophylla subsp. Angelensis suffers several threats related to alterations in the climate of its habitat, and 
an action plan to protect it, as well as its habitat, is of vital importance.

Keywords: Frailejón, El Ángel, páramo, adaptability, ecosystem.

Espeletia pycnophylla subsp. angelensis, el ángel del 
norte.
Espeletia pycnophylla subsp. angelensis, the angel of the north.
Rodríguez Rebeca, Tigmasa Nahomy, García Katherine, Pazmiño Rubén y Caamaño Renzo1

Introducción
La especie Espeletia pycnophylla, conocida co-

múnmente como frailejón, cubre los páramos andinos 
y representa una de los mayores exponentes de este 
tipo de ecosistemas. Estas especies de plantas sirven 
como indicadoras para determinar el ecosistema Ro-
setal caulescente y herbazal montano alto y montano 
alto superior de páramo, se usa esta especie por su 
gran abundancia en este tipo de ecosistemas.  La úni-
ca subespecie endémica de frailejones del Ecuador1 es 
E. pycnophylla subsp. angelensis, aunque ha sido también 
registrada en el sur de Colombia2. La Reserva Ecoló-
gica El Ángel (REEA) está conformada en un 90% de 
su área por un ecosistema característicos de paramo. 
E. pycnophylla es abundante en este bioma, por lo que este 
ecosistema es comúnmente conocido como páramo de 
frailejones3,4. Este artículo de revisión presenta infor-
mación relacionada a la fisiología, morfología, hábitat, 
y la función de E. pycnophylla en el ecosistema, además 
de las amenazas que sufre esta especie en la REEA.

Hábitat de Espeletia pycnophylla: Reserva 
Ecológica El Ángel

En el Ecuador, E. pycnophylla habita principalmen-
te en la REEA. Esta reserva está ubicada en la provin-
cia del Carchi, con una extensión de 1659,1 hectáreas. 
El área se extiende desde los 3200 a 4200 msnm, por lo 
que el territorio en general es páramo húmedo. La tem-

peratura varía entre 4 y 10 °C. La REEA es un recurso 
hídrico para la provincia del Carchi. Adicionalmente, las 
precipitaciones pluviales anuales abarcan un rango entre 
2000 y 3000 mm5. 

  La flora presente en la reserva incluye: Frailejon 
(Espeletia spp.), Huesito de páramo (Arcytophyllum 
nitiudum), Romero de Páramo (Diplostephium spp.), 
Polylepis (Polylepis spp.), entre otras6. La presencia de E. 
pycnophylla subsp. angelensis (Fig.1) es uno de los mo-
tivos por el cual la REEA fue declarada área protegida. 
Además, el hecho de que esta área está constituida en su 
mayoría por páramo, hace indispensable la preservación 
de la REEA .

El páramo es un ecosistema natural que se encuen-
tra entre el límite continuo del bosque y el de las nieves 
perpetuas, en la alta montaña tropical húmeda.10 El 
páramo es un factor importante para la biodiversidad 
existente en el Ecuador8. El país posee el mayor núme-
ro de páramos respecto a su extensión total, cubriendo 
alrededor de un 6% del territorio9. El cuidado de los pá-
ramos es importante puesto que sus suelos cumplen la 
función de captar y distribuir el agua hacia tierras bajas. 
Además. la frialdad característica del páramo ralentiza 
la descomposición de materia orgánica, funcionando 
como una esponja de agua del ecosistema. Finalmente, 
esta materia orgánica hace que el suelo del páramo sea 
un sumidero de carbono que contribuye a la reducción 
de la acumulación de gases tóxicos en la atmósfera y de 
los efectos del cambio climático11.

1 Universidad de Investigación de Tecnología Experimental Yachay Tech, Urcuqui, Ecuador. 
Correspondencia: renzo.caamano@yachaytech.edu.ec

Figura 1. Reserva Ecológica El Ángel. this picture belongs to the author Markus P. Tellkamp
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Figura 2. Espeletia pycnophylla ssp. angelensis Cuatrec. (Asteraceae)

Espeletia pycnophylla subsp. angelensis: descrip-
ción fisiológica y morfológica

E. pycnophylla subsp. angelensis es una roseta caulescente, pe-
renne, de hojas densamente pubescentes, obovadas, oblongas, sési-
les e de inflorescencias desnudas. E. pycnophylla es la única especie 
perteneciente al género Espeletia (Fig. 2), registrada en los páramos 
colombianos y ecuatorianos, además de ser considerada el último 
evento de especialización de la subtribu Espeletiinae12. 

 La subtribu Espeletiinae contiene 142 especies agrupadas en 
ocho géneros, encontrándose entre ellos el género Espeletia que 
agrupa 62 especies que se distribuyen desde la Sierra Nevada de 
Venezuela, El Macizo, el Nudo de Pastos y la Cordillera Central 
y Oriental de Colombia y el norte de Ecuador, además de lugares 
apartados como13. 

 El grupo de los Espeletias posee absorción eficiente de nu-
trientes para estar presentes en zonas de bajas temperaturas. Por 
eso es que la morfología de la planta debe ser eficiente en el manejo 
de su presupuesto de agua, nutrientes y carbono14.

Las plantas del género Espeletia están compuestas por un 
73.5 % de necromasa (hojas y estructuras muertas de reproduc-
ción). Únicamente el 26% de la planta está compuesta por bio-
masa, dividiéndose entre raíces y ramas (Fig. 3). Esta parte de la 
planta son importantes para su supervivencia. La raíz subdesa-
rrollada indica que la planta no explota el suelo para obtener nu-
trientes, debido a que obtiene los nutrientes de la lluvia. La planta 
produce todo el año hojas denominadas “siempre verdes”, que son 
hojas jóvenes y finas, dispuestas verticalmente y en forma de rose-
ta dando como resultado una fotosíntesis eficiente y canalización 
de nutrientes hacia las raíces14.

  La capa de hojas muertas es una característica común de 
esta especie y de la flora de los Andes, que se forma de manera 
gradual y es indispensable para la supervivencia de las estas plan-
tas. Esta capa es considerada una capa aislante para que el agua 
almacenada en la médula no se congele, funcionando también 
como una reserva de nutrientes y centro de gravedad aumentan-
do su estabilidad e impidiendo que la planta se vuelque. Inclusive, 
el volcamiento es una de las principales causas de muerte15,16,17.

En el caso de E. pycnophylla subsp. angelensis existe un ópti-
mo de tolerancia altitudinal (nivel intermedio del factor), donde 
la abundancia de los individuos es máxima y disminuye cuasi-si-
métricamente hacia ambos lados del gradiente (Fig. 4). 18 A 3500 
msnm se establece una zona en la cual la cantidad de agua y nu-
trientes es elevada y la escorrentía es menor. En estas condicio-

nes, la semilla de la E. pycnophylla subsp. angelensis tiene mayor 
probabilidad de germinar. Esto hace que la densidad poblacional 
promedio sea mayor y por lo tanto la competencia por nutrientes 
también lo sea, causando una altura menor. Adicionalmente, esta 
especie desarrolló una estrategia de reclutamiento en la que úni-
camente las semillas con mayor probabilidad de germinar son las 
que caen. Al existir una zona escasamente poblada, esta estrategia 
les permite obtener un mayor dominio sobre el área, con respecto 
a otras especies18.

Interacción de Espeletia pycnophylla subsp. ange-
lensis con el ecosistema

Aunque los páramos son ambientes inhóspitos dominados por 
plantas secas y muertas, varios estudios demuestran que E. pycnophy-
lla subsp. angelensis es de vital importancia para otras especies que 
allí habitan19. Muchos animales que habitan en este ecosistema, usan 
a las plantas de esta subespecie como fuente de comida y protección. 

 El tallo de E. pycnophylla subsp. angelensis por estar cubierta 
de hojas secas y viejas, es considerado el refugio perfecto para ma-
cro-artrópodos. De acuerdo a un estudio realizado por Smithers et 
al. XX, existen los huéspedes permanentes y visitantes que utilizan 
las plantas como refugio durante la noche. El estudio demuestra 
que la distribución de estos huéspedes, así como su abundancia 
varía conforme la edad de la planta. Smithers encontró a grupos 
de macro-artrópodos como Arañas (Araneae), Coleópteros (Co-
leoptera) y Orugas (Lepidoptera larvae). Araneae fue encontrado 
en mayor cantidad en la parte superior de la cubierta de hojas secas, 
junto a una gran cantidad de otros invertebrados, lo que proveía 
una gran concentración de presas para ellos. Los díptera (moscas) 
en cambio se encontraron en los frailejones de 1 metro de altura 
y los Pseudoscorpionidae (falsos escorpiones) se encontraron en 
mayor abundancia en el centro de la cubierta de hojas secas.

 En adición a su función de hábitat, Espeletia aporta de dis-
tintas maneras al ecosistema. Su establecimiento natural de evita 
la erosión de los páramos causada por el sobre enfriamiento y el 
descongelamiento. Sus raíces ayudan a estabilizar el suelo, contri-
buyendo con el aporte de materia orgánica e impidiendo que se 
acumulen sedimentos en los ríos. Sus flores son atractivas para 
aves e insectos polinizadores. Debido a su mecanismo de canaliza-
ción del agua de la lluvia, contribuye a las nacientes de los ríos y su 
mecanismo de aprovechamiento de O2 y CO2 le convierten en una 
planta perfecta para combatir el calentamiento global10.
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Procesos que transforman el páramo e influencian 
la especie. 

El suelo de los páramos actúa como esponja haciendo que en 
invierno sean capaces de absorber agua y en verano abastecer ante 
escasez de lluvias21. Adicionalmente, el páramo puede almacenar 
CO2 atmosférico, controlando así el calentamiento global22. El pá-
ramo está amenazado por el avance y la mala práctica de la acti-
vidad agropecuaria, la cacería, la pesca ilegal, el turismo descon-
trolado, la apertura de carreteras, el incremento de la temperatura 
del aire, las lluvias frecuentes e intensas y los períodos secos más 
largos. Estas amenazas han provocado la pérdida de la cobertura 
vegetal, erosión del suelo, contaminación del agua, pérdida y des-
plazamiento de la fauna silvestre, disminución de la población de 
venados, alteración de caudales en las fuentes de agua y estrés de la 
vegetación7. El cambio climático es la amenaza más peligrosa debi-
do al alto índice de vulnerabilidad con respecto a los bosques de la 
Cordillera Occidental de los Andes, los venados, y, principalmente 
los frailejones. Como se describió anteriormente Espeletia cumple 
un papel fundamental en los servicios ecosistémicos que brinda el 
páramo, por lo tanto, la amenaza a esta especie afecta directamente 
a su equilibrio. Según el plan de manejo de la REEA7 los daños al 
páramo afectan a la especie entre el 71 y 100% de su población, los 
efectos que provocan estos daños, necesitan de 6 a 20 años para 
revertirse y han reducido la población de frailejones en un 30% en 
los últimos diez años. Es necesario un plan de acción mediante la 
legislación especial para proteger los ecosistemas de tipo páramo23.

Conclusiones 
Espeletia pycnophylla habita en el Ecuador, concentrándo-

se mayormente en la Reserva Ecológica El Ángel que es una de 
las reservas más importantes país por su característica de pára-
mo. El páramo es fundamental para la biodiversidad gracias a su 
participación en el ciclo del agua y su contribución a disminuir 
los efectos del cambio climático. De esta región es endémica la 
subespecie Espeletia pycnophylla subsp. Angelensis. Se pudo ver 
que, al ser parte del género Espeletia, susp. angelensis ha logrado 
adaptarse de manera impresionante a los ambientes extremos del 
páramo, a través de técnicas como reclutamiento de semillas, so-
bre enfriamiento y yema nocturna. Estudios demuestran que esta 
subespecie es única con respecto al crecimiento en función de la 
gradiente altitudinal y que es el hogar de varios macro artrópodos 

y otros insectos. Todo el género de las Espeletia, así como tam-
bién su hábitat, está en peligro debido a la actividad del hombre, 
y a los efectos del cambio climático como temporadas secas o llu-
vias torrenciales. Es necesario un plan de acción para proteger a 
esta especie endémica de la región andina y al páramo que es uno 
de los ecosistemas representativos del sector. Finalmente, se re-
quieren más estudios sobre subsp. angelensis y su papel biológico 
en el páramo, además de campañas para incentivar el cuidado y la 
visita de su hábitat la Reserva Ecológica El Ángel. 

Figura 3. Dibujo de Espeletia pycnophylla y sus partes
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Clinical biotec en conjunto con la Universidad de las Américas (UDLA) ofrece el curso Inicial 
para establecer las bases científicas en el desarrollo actual de los Ensayos Clínicos : 

ESTRUCTURA Y ENTORNO DE LA INVESTIGACIÓN CLÍNICA. CONCEPTOS BÁSICOS EN LA INVESTIGACIÓN CLÍNICA. 

Primer módulo: Se trabajará en la adquisición de los conceptos básicos necesarios y relacionados con el desarrollo preclínico sus conceptos 
y etapas en las que se realizan dentro de la investigación clínica. Además se desarrollaran los conceptos básicos Ensayos Clínico de eficacia y 
seguridad dentro de este tipo de investigación y el método científico en los Ensayos Clínicos.

 
Conferencias: 
1) Investigación Clínica: Desarrollo de fármacos y Biofármacos.
2) Preclínica concepto fases y etapas a desarrollar en la concepción de los productos farmacéuticos. 
3) Ensayos Clínicos: Concepto y Generalidades   
 
- ORGANISMOS Y ACTORES PARTICIPANTES EN LOS ENSAYOS CLÍNICOS: ENTORNO REGULATORIO

Segundo Modulo: Introducción al entorno de la Industria Farmacéutica a nivel nacional e internacional, conocimiento de los diferentes 
actores, organizaciones, actividades, funciones, normativas que regulan esta investigación a nivel Nacional e Internacional. 

Se abordarán con detalle las estructuras y organigramas profesionales que participan en el desarrollo y gestión de los Ensayos Clínicos.
Se plantearán con gran detalle los diferentes aspectos éticos y legales, a nivel local, europeo e internacional. Legislación FDA, EMEA y 

AEMPS. GCP, ICH, Declaración de Helsinki

Conferencias:
4) Aspectos éticos y Legales de los Ensayos Clínicos. 
5) Entorno regulatorio de los E. Clínicos, Agencias Reguladoras Internacionales y Nacional. 
- DISEÑO Y FASES DE LOS ENSAYOS CLÍNICOS
Introducción al conocimiento en los diferentes tipos de Ensayos Clínicos y proyectos de investigación, así como sus diferentes fases de 

desarrollo y procedimientos de gestión y ejecución. Conocimiento detallado de los elementos diferenciales en cuanto al tipo de estudio, diseño, 
objetivos y área terapéutica.

6) Diseño, aleatorización y tipos de Ensayos Clínicos.
7) Diseños estadísticos en los Ensayos Clínicos y sus Variables.
8) Fases de los Ensayos Clínicos
9) Estudios Observacionales y Epidemiológicos.

- DOCUMENTOS ESENCIALES PARA LA APROBACIÓN DE LOS ENSAYOS CLÍNICOS
Cuarto Modulo: Abordaremos la documentación actual y aplicable al desarrollo y aprobación de los Ensayos Clínicos por medio de ejem-

plos prácticos. 
Documentos esenciales para el desarrollo y procesos de aprobación de los diferentes tipos de estudio
Manejo de los ICH. 

10) Documentos esenciales en los Ensayos clínicos: Protocolo, Manual Farmacéuticos, Cuadernos de Recogida de Datos y Formulario de 
Consentimiento Informado

11) Escritura de Informe Final y Análisis Interinos. Publicación de los Ensayoa Clinicos.  

Nota: Todo el curso estará basado en actividades prácticas referentes a trabajos presentados por los estudiantes e interacciones con los 
profesores a partir del aula virtual.  

Metodología: 4o horas total, 20 horas presencial 50% y 20 horas ONLINE 50%. Se activarán aulas virtuales semanalmente y 
cada alumno tendrá la posibilidad de solicitar a su Tutor, tutorías virtuales según se requieran en dependencia de la complejidad 
del tema. .

inscripciones online http://clinicalbiotec.com/cursos.html

PERFIL DEL ESTUDIANTE: 
El curso estará dirigido hacia Titulados Superiores, preferentemente en el área de Ciencias de la Salud preferentemente en Me-

dicina aunque igualmente lo puede recibir profesionales afines o que se desarrollen dentro del campo de la Investigación Clínica. 
(Biología, Farmacia etc.), enfocados a la realización de los ensayos clínicos con sus diversas aristas relacionadas con el desarrollo 
clínico como investigadores y departamentos médico-científicos con presencia en un mercado global y colaborando en la correcta 
ejecución de protocolos internacionales de investigación clínica.
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