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RESUMEN

Objetivo: Demostrar la efectividad del antigeno elaborado por
el Instituto Nacional de Salud de los Trabajadores (INSAT) de Cuba
para el diagnéstico especifico de la neumonitis por hipersensibilidad
ocasionada por inhalacion de las esporas de los hongos utilizados
como bioplaguicidas. Material y método: Se realiz6 un estudio
epidemiolégico de caso-control a 84 trabajadores expuestos a
bioplaguicidas, provenientes de los Centros de Reproduccion de
Entomofagos y Entomapatégenos (CREE) de las provincias Guan-
tdnamo y Santiago de Cuba. El grupo control lo constituyeron 40
trabajadores de otras entidades no expuestos a este factor de riesgo.
Los sueros de los pacientes y controles fueron analizados por el
ensayo inmunoenzimatico ELISA, utilizando para ello los antigenos
especificos, obtenidos en Cuba por el INSAT con la colaboracién
del BIOCEN, a partir de los hongos Bauveria bassiana (Bb), Me-
tarhizium anisopliae (Ma), Trichoderma sp (Tsp) y Verticillium
lecanii (VI) usados como bioplaguicidas. La efectividad del dia-
gnostico se determind segun los valores de sensibilidad y especifi-
cidad y los valores predictivos del resultado positivo y negativo,
respectivamente, de acuerdo a la definicion de Galeno y Gambino.
Resultados y conclusiones: Los procedimientos empleados en esta
investigacion permiti6 ratificar la efectividad diagnostica de los
antigenos de Bb, Ma, Tsp y VI elaborados por el INSAT. La proba-
bilidad de que un individuo enfermo sea clasificado como enfermo,
expresado en términos de sensibilidad, fue de 80,9%, la probabili-
dad de que un individuo no enfermo sea clasificado como tal de
acuerdo a su especificidad fue de 95% y los valores predictivos
positivos y negativos fueron de 97 y 71,4%, respectivamente, los
cuales son considerados niveles adecuados de acuerdo al método de
diagnostico del test ELISA empleado.
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ABSTRACT

Objetive: To demonstrate the effectiveness of the antigen
elaborated in the National Institute for Workers” Health (INSAT) of
Cuba for specific diagnosis of pneumonitis by hipersensibility
caused by inhaling the spores of the fungi used as biopesticides.
Material and method: A case-control epidemiological study was
done to 84 workers exposed to biopesticides coming from the
Reproduction Centers of Entomophagous and Entomopathogenous

Fungi of the Guantanamo and Santiago de Cuba provinces. The
control group was constituted by 40 workers of other entities not
exposed to this risk factor. The patients’ serum and controls were
analyzed by the inmunoenzimatic test (ELISA) using the specific
antigens obtained in Cuba by INSAT, with the collaboration of
BIOCEN, starting with Bauveria nassiana (Bb), Metarhizium
aminosopliae (Ma), Trichoderma sp (Tsp) and Verticillium lecanii
(VI) fungi used as biopesticides. The effectiveness of the diagnosis
was determined by the values of sensibility and specifications, and
the predictive values of the positive and negative results, respec-
tively, according to the definition of Galeno and Gambino. Results
and conclusions: The procedures given in this investigation permit-
ted us to confirm the diagnostic effectiveness of the antigen Bb, Ma,
Tsp and VI elaborated by INSAT. The probability of a sick person
to be classified as sick in terms of sensibility was of 80,9%; the
probability of a none sick person be classified as such according to
its specification was of 95% and the predictive positive and negative
values were of 97 and 71,4%, respectively, which are considered
adequate levels, according to the method of the used diagnostic test.
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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos, el hombre se percatd de
que los insectos que atacaban a los cultivos podian
sufrir enfermedades. En 1834 Agostino Bassi demos-
tré que la enfermedad que afectaba a las larvas de
Bombyx mori o gusano de la seda, era causada por un
microorganismo que se determiné como hongo Beau-
veria bassiana. En 1871 Metchnikoff dirigi6 las pri-
meras investigaciones para utilizar microorganismos
contra plagas e insectos mediante la infeccion de lar-
vas de Anisopliae austriaca con el hongo Metarhizium
anisopliae. Estos estudios fueron continuados por
Gear y Krassilstchik en los afios 1888-1889, y ya en
Estados Unidos, entre los afios 1921 y 1924, Berger y
Fawcete aplicaron el hongo Aschersonia aleyrodes
contra la mosca blanca de los citricos, pero no es hasta
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1938 en que se elaboré el primer producto comercial a
partir de una bacteria de la especie Bacillus thurin-
giensis *°.

En los Gltimos afios se han producido bioplaguici-
das en diferentes paises a partir de hongos entomopa-
togenos para regular plagas agricolas de importancia
econémica, por el dafio que éstas pueden causar a los
cultivos; asi podemos citar paises como Brasil, donde
se produce Metarhizium anisopliae para el control de
la mosca prieta de la cafia de azlcar; Estados Unidos
(Florida), que produce y emplea Verticillium lecanii
contra la mosca blanca; algunos paises de Africa pro-
ducen Metarhizium anisopliae para el control de dife-
rentes especies de salta hojas; Colombia y Venezuela
producen y comercializan bioplaguicidas a partir de
hongos entomopatégenos; en la Republica Popular
China, la antigua Unidn Soviética y la Republica Che-
ca, desde hace varias décadas se producen en forma
industrial en grandes fabricas fermentativas bioplagui-
cidas a partir de Bacillus thurigiensis. Estos son
ejemplos de que el método bioldgico constituye para
muchos paises del mundo la piedra angular para el
control de plagas *°.

En la actualidad, existe una tendencia cada vez
mayor al uso de los bioplaguicidas para el control de
las plagas de los cultivos por considerarse que son
altamente selectivos, ambientalmente inofensivos y de
utilizacion segura para el hombre; entre éstos se desta-
can los producidos a partir de los hongos Beauveria
bassiana (Bb), Metarhizium anisopliae (Ma), Tricho-
derma spp (T) y Verticillium lecanii (V1) **°,

Hemos encontrado multiples reportes acerca de in-
vestigaciones sobre el uso de estos bioplaguicidas para
el control de las plagas y sus ventajas "%, Sin embar-
go, la utilizaciéon de los mismos no estd totalmente
exenta de riesgos para algunos animales, entre los que
se encuentran los vertebrados, incluido el hombre, y
existen comunicaciones que explican que el trabajo
con estos bioplaguicidas puede constituir un riesgo
para los trabajadores expuestos **?°. Se ha observado
gue las reacciones mas adversas para los humanos se
relacionan con la inhalacién de grandes cantidades de
esporas en el lugar de trabajo, pudiendo aparecer en-
fermedades dermatoldgicas, alérgicas y respiratorias
de acuerdo con la concentracion del material aspirado,
el tiempo de exposicion y la susceptibilidad del indi-
viduo ™,

En Cuba en 1969, el Instituto de Investigaciones
de la Cafia de Azucar (ICIDCA) llevé a cabo una serie
de investigaciones para implantar el uso de bioplagui-
cidas en la agricultura cafiera, por considerarlos menos
costosos y poco nocivos a la salud humana y al medio
ambiente.

Desde los afios 70, el Ministerio de la Agricultura
de Cuba (MINAGRI) comenz6 a desarrollar estrate-
gias que condujeran a una agricultura de menos insu-
mos y, por tanto, mas racional; en respuesta a esto,
diversas instituciones de investigacion en el pais ela-
boraron programas basados en principios como el uso
de leguminosas en la agricultura y pecuaria, abonos
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organicos y manejo integrado de plagas y el control
biolégico de las mismas ©°.

A partir de 1980, comienzan a crearse centros de
produccion artesanal descentralizada, que reproducen
masivamente un grupo de entomofagos y entomopato-
genos para utilizarlos como bioplaguicidas en el con-
trol de las plagas, los que en 1989 se extienden a todo
el pais. Actualmente en Cuba existen méas de 300
Centros de Reproduccion de Entomofagos y Entomo-
patégenos (CREE), con alrededor de 3 000 trabajado-
res expuestos, para dar servicios a agricultores estata-
les y privados, asi como a cooperativistas. Comun-
mente, la produccion de bioplaguicidas a partir de
bacterias se realiza por métodos industriales. En el
caso de los productos de origen flingico que se em-
plean como biopesticidas, éstos se obtienen por méto-
dos artesanales, debido a que la calidad de las esporas
y su capacidad infectiva para los patdégenos de los
cultivos, asi como la resistencia a las condiciones
ambientales, son determinantes en la calidad del bio-
plaguicida, y a través de procesos industriales no se
logra obtener esporas con estas caracteristicas, lo que
si resulta posible mediante producciones artesanales o
semi artesanales **.

La produccion artesanal en Cuba se realiza me-
diante dos métodos: 1) Cultivo liquido estatico y 2)
sobre sustrato sélido. En el cultivo liquido estéatico, los
hongos se pueden reproducir mediante cultivo sobre
medio liquido usando subproductos de la industria
azucarera. Esta produccion tiene la desventaja de que
solo puede almacenarse por quince dias, siempre que
se mantenga la refrigeracion; es dificil su almacena-
miento, traslado y posterior aplicacion en los campos.
El cultivo sobre sustrato sélido es el método de elec-
cién en los CREE. Se realiza empleando cabecilla de
arroz o bagacillo de cafia; tiene una primera fase de
propagacion de los hongos en un medio liquido; una
vez desarrollado el cultivo inicial hasta la fase de
esporulacion, éste se utiliza para inocular el arroz
previamente esterilizado y distribuido en los frascos o
bandejas de reproduccion, en el cual también se le
ajusta la humedad necesaria para el desarrollo del
hongo. Al inocular, ademas de las esporas y cristales,
se incluyen residuos del medio de cultivo del inéculo
que no fueron totalmente agotados durante la etapa de
propagacion, y que favorecen el desarrollo del hongo
sobre el sustrato sélido. Después de 7 dias, la inocula-
cién permite su nueva propagacion hasta la formacién
de esporas y cristales, momentos en que se realiza la
cosecha, manteniéndola de 48 a 72 horas en una habi-
tacién con temperatura menor que 20°C y un des-
humidificador para eliminar su humedad residual. Una
vez seco, se distribuye en bolsas plésticas y se alma-
cena durante 3 meses de 20 a 25°C. Este método faci-
lita el traslado y aplicacion del bioplaguicida en los
campos.

Es durante la cosecha, en el momento del proceso
de produccidn, en que los trabajadores se ven expues-
tos a la aspiracion de la mayor cantidad de esporas, lo
cual ha tratado de disminuirse al maximo mediante la
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utilizacion de equipos de proteccion con filtro P3 y
modificando condiciones higiénico-estructurales en
los CREE; a pesar de esto, los trabajadores refieren en
muchos casos mantener la sintomatologia correspon-
dientes a las neumonitis por hipersensibilidad (NH), la
que se define como una inflamacién del parénquima
pulmonar inducida inmunitariamente que afecta las
paredes alveolares y las vias respiratorias terminales,
consecutiva a la inhalacién de algunos polvos orgéni-
cos y otros agentes por un huésped susceptible *2.

En nuestro pais, a finales de 1997, en los CREE
del MINAGRI se reportan los 7 primeros casos de
desviaciones de salud entre el personal expuesto al
hongo Bb. Las manifestaciones clinicas fundamentales
que motivaron la notificacion fueron: cefaleas, fiebre
de més de 38 °C, dolores articulares, acompafiados de
escalofrios y gran toma del estado general, lo que
ocurria entre las 4 y 6 horasdespués de haber termina-
do su labor cosecha) y desaparecian en 24 horas,
generalmente sin tratamiento médico.

Estos casos fueron evaluados por un equipo multi-
disciplinario del Instituto Nacional de Salud de los
Trabajadores (INSAT), centro rector de la salud ocu-
pacional en nuestro pais, llegdndose a la conclusion
diagndstica de que estabamos en presencia de trabaja-
dores con neumonitis por hipersensibilidad.

El reporte de casos con las caracteristicas antes
descritas continud su incremento en todas las provin-
cias del pais. Se muestra la situacion como un proble-
ma a resolver y la necesidad de realizar un diagndstico
certero y rapido, pues de ello depende la posterior
evolucién de los pacientes.

Basados en el conocimiento de que los sueros de la
mayor parte de las personas con neumonitis por hiper-
sensibilidad clinicamente evidenciable contienen nive-
les elevados de anticuerpos especificos contra el agen-
te causal inhalado, y que la deteccién de su presencia
juega un papel importante para confirmar el diagndsti-
co presuntivo, se elabord por los investigadores del
INSAT, en colaboracion con el Centro Nacional de
Biopreparados (BIOCEN), un medio diagnéstico a
partir de las cepas de los extractos antigenicos de los
hongos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Trichoderma spp y Verticillium lecanii ®.

Nos proponemos con nuestro estudio demostrar la
efectividad de los antigenos elaborados por nuestro
centro para el diagndstico especifico de la neumonitis
por hipersensibilidad ocasionada por inhalacién de las
esporas de los hongos Bb, Ma, T y VI utilizados como
bioplaguicidas, los cuales pudieran ser aplicables al
resto de los centros productores del pais para la con-
firmacion diagndstica de la enfermedad.

MATERIAL Y METODO

Se realizd un estudio epidemioldgico de caso-
control a 84 trabajadores expuestos provenientes de
los CREE de las provincias Guantanamo y Santiago
de Cuba. El grupo control lo constituyeron 40 trabaja-

exposicion a bioplaguicidas

dores de otras entidades no expuestos a este factor de
riesgo.

Los sueros de los pacientes y controles fueron ana-
lizados por el ensayo inmunoenzimatico ELISA, utili-
zando para ello los antigenos especificos obtenidos en
Cuba por el INSAT con la colaboracion del BIOCEN,
a partir de los hongos Bauveria bassiana (Bb), Metar-
hizium anisopliae (Ma), Trichoderma sp (Tsp) y Ver-
ticillium lecanii (V1) usados como bioplaguicidas. La
efectividad del diagndstico se determind segln los
valores de sensibilidad y especificidad y los valores
predictivos del resultado positivo y negativo, respecti-
vamente, de acuerdo a la definicion de Galeno y
Gambino.

RESULTADOS Y DISCUSION

El grupo de estudio estuvo constituido por 84 suje-
tos de los CREE pertenecientes a Santiago de Cuba y
Guantanamo, y el control de 40 trabajadores que no
presentaron este tipo de exposicion, con edades me-
dias y sexos similares.

En las historias clinicas realizadas al paciente y al
control (tabla 1), pudimos observar los sintomas y
signos presentados por ambos grupos en su sistema
respiratorio, y cabe destacar que la mayor incidencia
estuvo presente en el personal expuesto comparado
con el grupo control, donde se destacaron el dolor de
cabeza, malestar general, tos, dolor en la garganta y
falta de aire, con un 52,4, 41,7 y 38,1%, respectiva-
mente. Donde se tiene similitud de sintomas es en los
dolores musculares, para un 38,1y 37,5% en los gru-
pos.

Se contactaron 12 puestos de trabajo en el proceso
productivo, y se observd que el 61,9 % de los trabaja-
dores (tabla 2) tenian un tiempo de permanencia en su
puesto de trabajo de mas de 11 afios, por lo que pode-
mos considerar que es un personal muy estable y pue-
de desencadenar un proceso de enfermedad crdnica
desde el punto de vista dermatoldgico, respiratorio o
alérgico ™.

El antigeno utilizado en ambos grupos tuvo un
comportamiento de reactividad en los expuestos de un
80,9% de positividad (tabla 3), o sea, verdaderamente
reaccionaron los sueros de 68 sujetos del total de 84, y
de los no expuestos fue de un 5%, es decir, reacciona-
ron solamente 2 sujetos no expuestos. De acuerdo a
este tipo de prueba, se puede considerar que tiene una
buena reactividad el antigeno.

Con respecto a la efectividad diagnéstica con el
uso de la prueba enziméatica ELISA (tabla 4), vemos
que la probabilidad de que un individuo enfermo (ex-
puesto) sea clasificado como tal con el uso del criterio
de la sensibilidad, fue del 80,9%, y que la probabili-
dad de que un individuo no enfermo sea clasificado
como tal, expresado en especificidad, fue del 95%. Al
analizar la proporcién de que un caso sea verdadera-
mente positivo respecto a aquéllos que han sido identi-
ficados como positivos -valor predictivo del resultado
positivo (VPP)-, alcanz6 un valor del 97%, y el valor
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predictivo del resultado negativo (VPN), o0 sea, la mo tal, alcanz6 el valor de 71,4%. Todos estos resul-
posibilidad de que un caso sea verdaderamente negati-  tados son considerados adecuados de acuerdo al méto-
vo respecto a aquéllos que han sido identificados co-  do enzimético utilizado ***.

Tabla 1
Sintomas y signos presentes en el grupo de estudio

Expuestos No expuestos
N 9% N° %

Sintomas y signos

Expectoracion 14 16,7 3 75
Malestar general 35 41,7 2 5,0
Dolores musculares 32 381 15 37,5
Fiebre 8 95 2 5,0
Escozor en la gargantea 35 41,7 6 15,0
Tos 35 41,7 8 20,0
Dolores articulares 36 128 14 35,0
Escalofrios 13 155 2 5,0
Dolor de cabeza 44 524 14 35,0
Falta de aire 32 381 11 27,5

Fuente: Historias clinicas

Tabla 2
Tiempo de permanencia en el puesto de trabajo de los trabajadores estudiados

Puesto de trabajo <1 lab 6al0 1l1ymés Total

N° 9% N° 9% N° % N° 9% N° %
Auxiliar técnico 2 24 2 2,4
Especialista de produccion de planta 1 12 2 24 2 24 5 59
Especialista de control de la calidad 2 24 6 71 8 9,5
Técnico 8 95 1 12 25 29,8 34 405
Auxiliar de laboratorio 4 48 2 24 6 7,1 12 143
Auxiliar de limpieza 2 24 1 12 3 3,6
Jefe de laboratorio 3 35 3 36 6 7,1
Ingeniero agronomo 3 36 3 3,6
Licenciado en Biologia 112 1 12 1 12 3 3,6
Productor 1 12 1 1,2
Director 1 12 1 12 3 36 5 5,9
Jefe técnico 1 12 1 12 2 2,4
Total 1 12 23 274 8 95 52 61,9 84 100,0

Fuente: Encuesta

Tabla 3
Comportamiento de la reactividad

Parametros  Expuestos No expuestos

Ne total 84 40
Promedio DO 0,984 0,397
ST 0,627 0,159
N° de positivos 68 2
% de positividad 80,9 5
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Tabla 4
Efectividad del diagnostico

exposicion a bioplaguicidas

debido a esta exposicion.

para el control de estos trabajadores expuestos.
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