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4. Abreviaturas

4.1. Unidades de medida.

cm: centimetro.
dl : decilitro.

g : gramo.

h: hora.

Kb: kilobases.
Kcal: kilocaloria.
Kg: kilogramo.

1 : litro.

M: mol.

Mcg: microgramo.
mcM: micromol.

mEq: miliequivalentes.

mg : miligramo.
min: minuto.
Min.: minuto.
ml : mililitro.
mM: milimol.
mm: milimetro.
mmol: milimol.
mOsm: miliosmol.
LL: micra.

ug: microgramo.
pl: microlitro.
uM: micromol.
nm : nanometro.
nM: nanomol.
ng: nanogramo.

rpm: revoluciones por minuto.

s: segundo.

U I: unidades internacionales.
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4.2, Simbolos.

Ac: acido.

ACE: acetamida.

ADN: acido dexosiribonucleico.

ADO: adonitol.

aMT: melatonina.

ARA: arabinosa.

ARG: arginina.

ARN: acido ribonucleico.

B: coeficiente de regresion.

C20:4n6: acido araquidonico.

C18:1n9: acido oleico.

C18:2n6: 4cido linoleico.

(C22:6n3: acido docosahexaenoico.

Ca™": calcio.

CDA44: receptor para la adherencia de bacterias gramnegativas.
CFA/I: factor de colonizacion de E.coli (adhesina).

CFA/IL: factor de colonizacién de E.coli (adhesina).

ClI: cloro.

Chl: cloranfenicol.

CIT: citrato.

C.M.1.: concentracion minima inhibitoria.

CO,: didxido de Carbono.

COU: P-coumaric.

Cte: constante.

Cu®": cobre.

CV: coeficiente de variacion.

Cys: cistina

D562: células Detroit 562 de carcinoma faringeo.

DP3: prueba bioquimica que mide la capacidad de fermentacion de la glucosa en
presencia de inhibidores especificos.

DS: desviacion estandar.

e: electron.

E8775: factor de colonizacion de Escherichia coli (adhesina).
EDDA-MH: medio Miieller-Hinton con restriccion de hierro.
EE (B): error estandar.

EMB: medio de cultivo para enterobacterias.

EMRSA: cepas MRSA epidémicas.

ENT: factor patogénico de Escherichia coli.

Eq: equivalencia.

ERO: especies reactivas de oxigeno.
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ESC: esculina.

Esc-SOD: esculina-superoxido dismutasa.
FAC-MH: medio Miieller-Hinton con exceso de hierro.
Fe®": hierro.

GC: control de crecimiento.

gl: grados de libertad.

GM: receptor inhibidor de la adherencia.
GLU: glucosa.

GPX: glutation peroxidasa.

G-R: glutation reductasa.

GSH: ciclo redox del glutation.

GSSG: glutation disulfuro oxidado.

Hj: hidrégeno.

Hpy: hipdtesis nula.

H;: hipétesis alterna.

Hb: Hemoglobina.

HCLO: 4cido hipocloroso.

Hg: mercurio.

H20: agua.

H,0;: peréxido de hidrogeno.

HO: radical hidroxilo.

HO;: radical perhidroxilo.

HOCL: acido hipocloroso.

H2S: sulthidrico.

HuCol I: colageno I humano.

Ig: Inmunoglobulina.

INO: inositol.

IQR: amplitud intercuartil.

K-88: factor patogénico de adhesion de Escherichia coli.
K-99: factor patogénico de adhesion de Escherichia coli.

K-92: antigeno capsular de Escherichia coli.
Lac: lactosa.

LCR: Liquido cefalorraquideo.
In: logaritmo neperiano.

LOO: radical lipidico peroxilo.
LOOH: hidroperoxidos lipidicos.
LOS: lipooligosacarido.

LPS: lipopolisacarido.

LYS: lisina.

M: colonias de aspecto mucoso.
MAD: malondialdehido.

MAL: malonato.
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MAN: manitol.

MH: Miiller-Hinton caldo.

MLT: maltosa.

Mn: manganeso.

MR: fimbrias manosa-resistentes de Escherichia coli.
MS: fimbrias manosa-sensibles de Escherichia coli.
MRSA: cepas de Stafilococcus aureus meticilin-resistentes.
NAD: coenzima.

NADPH: coenzima.

NO: 6xido nitrico.

NS: no significativo.

0O,: Oxigeno.

'0,: oxigeno singlete.

OFG: oxidacion-fermentacion-glucosa.

OMP: proteinas de membrana externa.

ONP: O-Nitrofenil-f3-D-galactopiranosida.

ORN: ornitina.

Osmol: osmolalidad.

OXI: oxidasa.

P: adhesina.

p: probabilidad.

PilC: proteina de Neisseria gonorrhoeae implicada en la adherencia.

PBPq: proteinas fijadoras de penicilina.

PBS: tampon-fosfato.

PCOz: presion parcial de dioxido de carbono.
PGGg: prostaglandina G,.

PGHj;: prostaglandina H,.

PLI: indoxil-B-D-glucésido.

PO2: presion parcial de oxigeno.

PUM: tampon fosfato.

PXB: polimixina B.

R: radical R-ilo.

r: coeficiente de correlacion.

RAF: rafinosa.

Rct: suma de rangos de cada grupo

RHA: ramnosa.

RO: radical alcoxilo.

ROO: radical peroxilo.

ROOH: hidroperoxidos

RP62A: S. epidermidis productora de slime.
RP62A-NA: S. epidermidis no productora de slime.
S: desviacion tipica.
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S*: Varianza.

SCN: Nucleo supraquiasmatico de la hipofisis.
Se: selenio.

SH: grupo sulthidrilo.

SMRSA: cepas MRSA esporadicas.

SOD: superédxido dismutasa.

SOR: sorbitol.

STEC: cepa de Escherichia coli productora de toxina Shiga.
Stx 2: toxina Shiga de Escherichia coli.

SUC: sucrosa.

T: rangos.

t: Coeficente comparacion de medias (Student).

Tbp 1: proteina ligada a la transferrina en la membrana externa de N. meningitidis.
Tbp 2: proteina ligada a la transferrina en la membrana externa de N. Meningitidis.

TDA: triftofano.

TL: toxina termolabil.
TS: toxina termoestable.
URE: urea

Vit. E: vitamina E.

Y?: curtosis.

x2: Chi cuadrado.

X: media.

XYL: xilosa.

Zn: Cinc.
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5. Introduccion

5.1. Estructura bacteriana.

Las bacterias son microorganismos unicelulares incluidas dentro del grupo de las
células procariotas (del griego procaryos, previo al nicleo). A diferencia de las células
eucariotas (del griego eukaryos, nicleo verdadero), las bacterias carecen de membrana
nuclear y organulos citopldsmicos especializados, su division se realiza por fision
binaria y presentan a excepcion de los micoplasmas, una estructura externa a la
membrana celular, denominada pared celular.

Entre las estructuras que presentan las bacterias se encuentran un grupo de
elementos fundamentales para la supervivencia bacteriana, de modo que su inexistencia
las hace inviables o dificulta de forma importante su viabilidad (1;2). Estos son
conocidos como estructuras o elementos obligados. El resto de las estructuras
corresponde a los elementos facultativos, y son aquellos de los que puede prescindir la
bacteria para sobrevivir, aunque su presencia favorezca la viavilidad bacteriana. Estos
ultimos pueden ser expresados por la bacteria en determinadas circunstancias o incluso
no expresarlos en absoluto.

5.1.1. Elementos obligados.

Pared celular: Se trata de una estructura rigida, inmediatamente externa a la

membrana citoplasmica. Entre sus funciones, se describen:

a) Dar forma y rigidez a la bacteria.

b) Proteccion de los elementos internos frente a factores adversos externos,
fundamentalmente de los cambios de presion. Al ser la presidn osmotica
bacteriana mayor que la del medio externo, en ausencia de pared celular se
podria producir la ruptura de la membrana celular.

c) Es el lugar de actuacion de diversos antibidticos ( betalactamicos,
peptidicos).

d) Poseen componentes que se comportan como potentes antigenos, originando
la sintesis de anticuerpos especificos.

e) Contiene determinantes de la patogenicidad (LPS, acidos lipoteicoicos, etc).

f) Es el lugar responsable de la tincion de Gram, ya que es la estructura que
adquiere color, al ser tefiido con distintos colorantes, permitiendo la
clasificacion de bacterias en grampositivas (violetas) y gramnegativas
(rojas).
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La pared celular de las bacterias grampositivas es gruesa y homogénea, unida
intimamente a la membrana citoplasmica, estd integrada fundamentalmente por
peptidoglicano o mureina y por acidos teicoicos. El peptidoglicano estd compuesto, en
su parte glicidica por cadenas lineales de &acido N-acetil-murdmico y N-acetil-
glucosamina unidas por enlaces beta-1-4. La parte peptidica estd compuesta por
pequenias cadenas de a.a. (alanina-acido glutdmico-lisina-alanina). Los 4cidos teicoicos
son polimeros de glicerol fosfato o ribitol, con restos de aminoacidos y azlcares
ligados. Se hallan unidos al propio peptidoglicano o a los lipidos de la membrana
citoplasmica, denominadose en este caso acidos lipoteicoicos. Los 4cidos teicoicos son
los principales antigenos de las bacterias grampositivas (el polisacarido A de S. aureus
es un acido teicoico). Desempenan ademds un importante papel en la adherencia a
receptores, bien directamente (S. aureus) o asociado a proteinas y fimbrias
(Streptococcus pyogenes).

La pared celular de las bacterias gramnegativas es mas delgada y completa,
consta de una membrana externa bilaminal y una capa de mureina que costituye el
espacio periplasmico y que separa la membrana externa de la citoplasmica. La parte
externa de la membrana externa estd constituida por un lipopolisacarido (LPS) que a su
vez consta de tres partes: a) La porcion superficial que constituye el denominado
antigeno O ¢ somatico (uno de los antigenos fundamentales de los gramnegativos). Las
bacterias estan en fase rugosa o lisa segiin pierdan o no el antigeno O. b) La capa
intermedia constituye el —eore” y es un antigeno de grupo. ¢) El area mas interna o
lipido A, es la endotoxina responsable del inicio del cuadro del shock séptico. Es menos
antigénica que la parte polisacarida.

La capa interna de la membrana externa es un fosfolipido, similar a la membrana
citoplasmdtica a la que se une en ocasiones mediante invaginaciones, denominadas
uniones de Bayer. Entre la capa interna de la membrana externa y la membrana
citoplasmatica se encuentra el denominado periplasma o espacio peripldsmico,
inexistente en grampositivos y que contiene la capa de mureina, enzimas y proteinas de
transporte implicadas en procesos metabodlicos de la bacteria. Existen ademas, proteinas
transmembrana implicadas en el aporte de nutrientes y otros elementos necesarios para
la bacteria (porinas, proteinas integrales, lipoproteina de Braun).

Un caso particular lo constituyen las bacterias sin pared celular, incluidas en la
clase Mollicutes, y entre las que destacan, como patdogenos humanos, los géneros
Mycoplasma y Ureaplasma. Son bacterias extremadamente fragiles en medios iso o
hipotonicos, pleomorficas, gramnegativas e insensibles a los antimicrobianos que actiian
sobre la pared.

Ademas, cuando se modifican las condiciones ambientales, determinadas
bacterias pueden perder la pared, tanto in vitro como in vivo, transformandose en formas
L. Estas formas tienen importancia por la posibilidad de que in vivo, condicionen
fracasos terapeuticos o recidivas, con antimicrobianos que actian sobre la pared.

Membrana citoplasmatica: Es una estructura constante en todas las bacterias sin
excepcion. Se trata de una bicapa fosfolipidica en la que se intercalan diversos tipos de
proteinas. Presenta ademas algunos glicolipidos. Tiene especial importancia la presencia
en la cara externa, de las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs) que intervienen en la
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sintesis del peptidoglicano, y son la —diana” de los antimicrobianos betalactdmicos. Las
mas conocidas son las de Escherichia coli, en el que se han descrito ocho: 1 (1a, 1b), 2,
3,4,4°, 5y 6, con funciones diferentes cada una de ellas.
Entre las funciones de la membrana citoplasmica destacan:
o Es una barrera osmoética que junto con la pared forma una verdadera
membrana funcional, donde se llevan a cabo mecanismos de transporte activo,
en los cuales las proteinas facilitan el transporte a través de la membana.
. Participa en la produccion de energia en forma de ATP a partir de
nutrietes. Es el lugar donde se situan los citocromos encargados de la
fosforilacion oxidativa.

o Interviene en la sintesis de elementos estructurales: Precursores de la
pared celular, elementos de la cépsula, lipidos de 1a membrana y ADN.

o Es la localizacion inicial de proteinas sintetizadas para su excrecion o
incorporacion a la célula.

. Interviene en la division celular mediante los mesosomas, separando los
nucleos hijos y dividiendo la célula.

o Posee proteinas receptoras que actuan en la quimiotaxis.

. Es el lugar de accion de algunos antibioticos.

Citoplasma bacteriano: Es un material principalmente acuoso (compuesto por
agua en un 85 %) que contiene ademds, ribosomas, inclusiones, mesosomas, el
nucleoide, los plasmidos, principios inmediatos, minerales y enzimas. Carece de
organulos cubiertos de membrana caracteristico de las células eucariotas. Componentes:

. Ribosomas. Se visualizan con el microscopio electrénico. Suelen estar

agrupados en 3-4 elementos unidos por un filamento de ARN mensajero,

denominandose polirribosomas. Estdn compuestos por ARN y proteinas. Son
los organulos donde se efectia la sintesis proteica y constan de una subunidad
mayor (50s) y una menor (30s), siendo el punto de accion de varios de los

antimicrobianos (tetraciclinas, macrolidos, aminoglucosidos, cloranfenicol y

lincosamidas).

J Inclusiones citoplasmicas. Son de naturaleza muy diversa, tratdindose

habitualmente de depositos de reserva, aunque a veces obedecen a fendmenos

degenerativos. Se distinguen dos grupos:

a. Vacuolas: aparecen en células viejas proximas a la lisis, y son
acimulos de liquidos o gases que se observan al microscopio electronico
como espacios vacios que pierden su contenido tras el corte.

b. Granulaciones: Son inclusiones solidas que suelen contener
material de reserva y que pueden ser observadas con el microscopio
optico. Entre las inclusiones mas importantes se encuentran: los granulos
de deposito de polisacaridos, las inclusiones de material lipidico, como el
acido Beta-hidroxi-butirico, granulos de polifosfatos o volutina, granulos
de azufre, etc.
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Genoma bacteriano: Constituido por moléculas de ADN cromosémico y
extracromosomico. El ADN cromosomico es un elemento obligado y se encuentra
enrollado o plegado formando un solo cromosoma circular y se identifica como el
equivalente en la bacteria al nucleo de las eucariotas, llamado nucleoide o
nucleoplasma. EI ADN extracromosdmico es un elemento facultativo, que no codifica
elementos vitales para la célula, aunque si puede codificar estructuras y sistemas que le
sean de utilidad para su supervivencia en determinadas circunstancias. Se replica de
forma autonoma del cromosémico y esta constituido por plasmidos y bacteridfagos
atemperados o lisogénicos (virus bacterianos no virulentos).

a)

b)

Nucleoide bacteriano. Es el equivalente al nucleo en la célula
eucariota, pero a diferencia de esta, carece de membrana
nuclear, nucleolo y proteinas del tipo de las histonas y esta
constituido por un solo cromosoma. Estd unido en uno o mas
puntos, a la membrana citoplasmica, situado en la zona central
de la bacteria y tiene aspecto fibrilar. La replicacion es
1déntica a la de las células eucariotas,sirviendo cada cadena de
molde para una complementaria nueva. La informacion
genética del nucleoide se puede transferir de una bacteria a
otra al pasar parte del cromosoma por transformacion (a través
del medio), conjugacion (arrastrado por un plasmido) o
transduccion  (mediante un  bacteriéfago).  Diversos
antimicrobianos actuan en distintas etapas de la sintesis del
cromosoma bacteriano.

Plasmidos. Son moléculas de ADN bacteriano, circulares, que
se replican y transmiten de unas células a otras, con
independencia del resto de ADN existente en la célula. La
transferencia la pueden llevar a cabo, bien de forma vertical
(de célula madre a célula hija), bien de forma horizontal (a
otras cé€lulas). Esta ultima se puede realizar por
transformacion, transduccion, conjugacion o movilizacion.
Cuando un plasmido posee genes que codifican su
autotransferencia se denomina conjugativo, dando lugar a la
formacion de un pili sexual en bacterias gramnegativas, o a la
sintesis de feromonas al contacto de las otras bacterias en el
caso de grampositivas. Segun las propiedades que confieren a
las bacterias, los plasmidos se han agrupado en plasmidos de
resistencia (factores R) que codifican la resistencia a los
antimicrobianos, bien por inactivacion enzimatica, bien por
modificaciones en el lugar de accion; plasmidos conjugativos
o factores sexuales poseen la dotacion genética para
transferirse a otras bacterias, el mas conocido es el factor F
descrito en Escherichia coli K 12; plasmidos de virulencia que
transmiten informacidon que permite la sintesis de toxinas, pili
u otros factores de patogenicidad. Tanto las enterotoxinas
termolabiles, como los pili (factor de colonizacion) de
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Escherichia coli enterotoxigénicos estan mediados por
plasmidos. Por ultimo, otros pldsmidos codifican la
produccion de sustancias antimicrobianas y la realizacion de
diversas funciones metabolicas.

c) Transposones: Son fragmentos de ADN, integrados en alguno
de los elementos del genoma bacteriano que tienen capacidad
para autoreplicarse y desplazarse libremente entre cromosoma,
plasmidos y fagos. Por esta propiedad se les ha llamado
tambien elementos de transposicion o genes saltarines. Pueden
codificar propiedades como: la produccion de enzimas y
toxinas, o la resistencia a determinados antibioticos.

5.1.2. Elementos facultativos.

Son aquellos elementos presentes en algunas bacterias, no siempre de forma
constante, no imprescindibles para la supervivencia y cuya expresion varia de unas a
otras. Gran parte de estos elementos influyen de forma importante en la patogenicidad
bacteriana como veremos mas adelante (1;2).

Glicocalix: Es una cubierta externa a la pared celular de estructura
homopolisacarida la mayoria de las veces, muy hidréfila, mal definida y delimitada,
heterogénea en su densidad y grosor y poco ligada a la superficie bacteriana, lo cual le
confiere una gran facilidad para su eliminacién. Recibe tambien el nombre de capa
mucosa o slime y es sintetizada mediante enzimas presentes en la membrana
citoplasmica.

Cumple una funcién especial para que la bacteria logre adherirse a superficies
lisas no descamativas, como por ejemplo: dientes, huesos, valvulas cardiacas o
materiales biologicos inertes (protesis, lentes de contacto, sondas, catéteres
vasculares...). Esta propiedad es aprovechada por el S. mutans para adherirse al diente y
formar la placa de caries. Otra funcion del glicocalix es obtaculizar el contacto entre
microorganismos y fagocitos, anticuerpos, enzimas y antibioticos, aportando de esta
forma una buena proteccion a la bacteria.

Capsula: A diferencia del glicocalix, es una estructura bien definida y
fuertemente adherida a la superficie bacteriana que esta presente con frecuencia tanto en
bacterias grampositivas, como en gramnegativas (Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis). Para su demostracion hay que recurrir
a tinciones negativas como la tincion de tinta china, observandose la capsula como un
halo transparente que rodea a la bacteria contrastando con el fondo negro. Su
observacion también se puede llevar a cabo mediante reacciones serologicas. La
reaccion de Neufeld consiste en una modificacion de la refrigencia capsular, al
enfrentarla con anticuerpos especificos que produce un efecto Optico de aumento de
tamafio, conocida por este motivo, como reaccion de hinchazon de la cdapsula o de
Quellung. Existen otros tipos de test seroldogicos, como aglutinacién-latex o
contrainmunoelectroforesis que pueden asimismo demostrar la existencia de la capsula.
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Las bacterias capsuladas, dan lugar a colonias de aspecto mucoso (M). Cuando
pierden o carecen de capsula su aspecto es liso (S), y si pierden el antigeno del LPS, las
colonias adquieren un aspecto rugoso (R).

La casula cumple unas funciones determinadas entre las que cabe destacar:

- Dificulta la fagocitosis de los microorganismos que la poseen, impidiendo la
fijacion de las porciones Fab de los anticuerpos sobre las bacterias (accion
antiopsonica) . Para que se produzca la fagocitosis es imprescindible la
presencia de anticuerpos frente a la casula. En algunas bacterias como el
Streptococcus pneumoniae, la capsula constituye el principal factor de
patogenicidad y su capacidad para producir o no enfermedad depende
directamente de la presencia de capsula. Las cepas capsuladas producen
infeccion, mientras las no capsuladas son rapidamente fagocitadas y destruidas.

- En algunas bacterias, la capsula impide que, componentes mas internos activen
el complemento por la via alternativa, impidiendo de esta forma su destruccion
por este mecanismo.

- La cépsula oculta los elementos antigénicos mdas superficiales de la pared
(acidos teicoicos, antigeno O), impidiendo la accion de los anticuerpos dirigidos
contra ellos.

- Impide la penetracion tanto de virus bacterianos como de la mayor parte de
sustancias toxicas hidréfobas, como detergentes.

- Dificulta la penetracion de algunos antimicrobianos. Asi, en la fibrosis quistica,
las cepas de Pseudomonas aeruginosa que infectan al pulmén son muy
resistentes a antibidticos por su gran capsula.

- Protege a la bacteria de la desecacion, debido a su alto contenido en agua.

- Puede actuar como una adhesina, permitiendo al microorganismo fijarse al
hospedador.

- Es un elemento antigénico, conocido como antigeno capsular (en las
enterobacterias se corresponde con el antigeno K). Esta antigenicidad se utiliza
tanto a nivel diagnostico (identificacion, tipificacion y didgnostico serologico)
como preventivo (elaboracion de vacunas).

Flagelos: Son filamentos alargados finos, flexibles, ondulados y libres, de
naturaleza proteica que se extienden hacia el exterior desde su anclaje en la membrana
citoplasmica y la pared celular. Esta estructura permite la movilidad de la bacteria
(grampositiva y gramnegativa) y su clasificacion seglin la presencia o no de flagelos en:
atricas si carecen de ellos; monotricas si presentan un solo flagelo (casi siempre polar);
las lofotricas y anfitricas tienen un penacho de flagelos en uno o ambos extremos
respectivamente; las peritricas estdn rodeadas de flagelos en toda la superficie
bacteriana. Se ponen de manifiesto mediante la microscopia electronica o con tinciones
especificas que se depositan sobre el flagelo incrementando su grosor. La movilidad que
proporcionan los flagelos es a través de un mecanismo de rotacioén del filamento libre
sobre su punto de insercion en la envoltura bacteriana. La temperatura del medio influye
sobre la movilidad de algunas bacterias, como la Listeria monocytogenes, que es movil
a25°Cyno a37°C. Entre las funciones fundamentales de los flagelos se encuentran:

- Tienen un importante papel en la patogenia, facilitando la difusiéon de los
microorganismos en distintas superficies, y su penetracion en las capas mucosas.
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- Desempefian una funcidon notoria en la quimiotaxis al facilitar el acercamiento
de la bacteria hacia estimulos positivos, que las atraen, y el alejamiento de los
negativos que las repelen.

- Al tratarse de estructuras proteicas, los flagelos son antigénicos (en las
enterobacterias se denominan antigenos H), permitiendo el diagndstico
serologico y el serotipado de las cepas.

Algunas bacterias como la Salmonella spp. Pueden producir flagelos que
cambian de composicién proteica y por tanto de antigenicidad. La reaccion entre
bacterias flageladas y los anticuerpos frente a estas estructuras se pone de manifiesto
por aglutinacion, produciéndose unos agregados grandes de aspecto algodonoso.
Fimbrias o pili: Son elementos alargados y rigidos, presentes en la superficie de algunas
bacterias, morfolégicamente similares a los flagelos pero mas delgados y cortos,
visibles solamente al microscopio electronico y a diferencia de los flagelos no estan
implicados en la movilidad de la bacteria. Las poseen sobretodo las bacterias
gramnegativas, aunque no de forma exclusiva. Estas estructuras tienen importancia en la
patogenicidad, pues se adhieren al latex, hematies y glicocalix de los epitelios. Esta
capacidad de adherencia se basa en su condicion de adhesinas, constituyendo el primer
paso de la colonizacion y de la infeccion. Asi solo las cepas de gonococo que poseen
fimbrias son capaces de adherirse a las células de la mucosa uretral y producir
infeccion. Las fimbrias al ser estructuras de naturaleza proteica tienen propiedades
antigénicas, lo cual puede ser aprovechado para la preparacion de vacunas. Algunas
bacterias, como la Neisseria gonorrhoeae, cambian los antigenos de sus fimbrias
variando de esta forma la antigenicidad. En Neisseria meningitidis se puede distinguir
una etapa inicial de adherencia mediada por pili; posteriormente la N. meningitidis se
dispersa y pierde la piliacion, produciéndose una adherencia difusa. En esta etapa, las
microvellosidades han desaparecido, y N. meningitidis interacciona intimamente con las
células. La progresion desde la adherencia localizada a la difusa requiere el producto del
gen PilT (proteina Pil T). Una mutacion en dicha proteina incrementaria la piliacion y
suprimiria la fase dispersa de este grupo bacteriano. La fase inicial de la adherencia
localizada mediada por pili es necesaria para que ocurra la adherencia difusa, la pérdida
de microvellosidades y la unién intima, ya que las bacterias no piliadas son incapaces de
tal interaccion celular (3).

Las fimbrias pueden poseer ademas, propiedades antifagocitarias. Se distinguen
dos tipos de fimbrias: a) comunes, més relacionadas con la adherencia y b) sexuales,
frecuentemente codificadas por plasmidos, suelen ser menos numerosas y de mayor
longitud, e intervienen en la conjugacion bacteriana.

Esporas, endosporas o esporos: Son formas de resistencia desarrolladas por
algunas bacterias para defenderse ante circunstancias adversas que puedan poner en
peligro su supervivencia (variaciones en la temperatura, en el pH, escasez de
nutrientes...). s6lo se han encontrado en bacterias grampositivas (con alguna excepcion
como Coxiella burnetti). Su situacion en el soma bacteriano puede ser central,
subterminal o terminal, lo cual puede ser util en la identificacion del microorganismo.
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5.2. Patogenicidad bacteriana.
5.2.1. Prerrequisitos para la virulencia.

La capacidad de las bacterias para unirse y crecer sobre casi cualquier superficie
es conocida desde hace décadas. La importancia que el fendémeno de la adherencia
adquiere en la colonizacion de substratos especificos y su importante papel en la
patogénesis de las infecciones bacterianas tanto en el hombre como en los animales ha
sido muy estudiada en los ultimos afios (4).

Consideramos de interés, en primer lugar, definir la terminologia basica que
emplearemos a lo largo de este tema. La virulencia, definida como el grado de
agresividad de un microorganismo patégeno, es una condicidn muy variable incluso
entre las razas pertenecientes a una misma especie o entre cepas de la misma raza; el
grado de virulencia oscila segin las condiciones en que se encuentren los
microorganismos. Por lo general, un microorganismo patdégeno se hace menos virulento
al pasar de un medio natural a un medio de cultivo artificial, denominandosele entonces
atenuado, observandose el mismo efecto en condiciones desfavorables del ambiente. La
virulencia de un microorganismo puede ser reducida, bien por el empleo de
determinados medios de cultivo, o bien recurriendo a su pase por animales. Numerosos
estudios vienen a apoyar este hecho; E. Horskd y col. (5), observd que tres cepas
bacterianas distintas de pseudomona fueron capaces de cambiar las cargas de superficie
y la hidrofobicidad de la membrana externa, propiedades inherentes a la virulencia,
debido a la adaptacion del substrato. En concreto, el virus de la vacuna es un ejemplo de
reduccién de la virulencia para el hombre, a través de su cultivo por tejidos de vaca o
ternera. Por el contrario, un microorganismo atenuado puede adquirir mayor virulencia
mediante su pase previo por determinadas especies animales; concretamente, la
virulencia del neumococo se ve aumentada despues de su pase por ratones (6).

N. meningitidis, cuando se cultiva en medioambiente con restriccion de hierro,
sintetiza nuevas proteinas de membrana externa, muchas de las cuales son necesarias
para su supervivencia. Algunas de estas proteinas, por ejemplo, la proteina 1 y 2 ligadas
a transferrina (Tbp 1 y Tbp 2) son ejemplos de importantes antigenos de superficie
meningococicos regulados por el hierro, los cuales no son expresados despues del
cultivo en medios comunes de laboratorio (7). Los resultados de este trabajo subrayan la
importancia de estas proteinas y su conveniencia de ser consideradas en el desarrollo de
las vacunas efectivas contra el meningococo serogrupo B.

La proximidad y la toxina Shiga 2 (Stx2) son factores de virulencia de las cepas
de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) que se han relacionado de
forma importante con enfermedades en humanos, y particularmente con enfermedades
graves (8).

Un factor que en cierto modo define la capacidad de una bacteria para producir
enfermedad, es su via de entrada en el organismo. Por ejemplo, se sabe que el
microorganismo responsable de la gangrena gaseosa puede ocasionar una infeccion
mortal si es frotado sobre la piel dafiada, en tanto que ingerido resulta inofensivo; del
mismo modo, el microorganismo de la fiebre tifoidea no causa infeccion al frotarlo
sobre la piel, pero ingerido llega al intestino y produce la enfermedad. Esto y otros
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aspectos que trataremos a continuaciébn nos sugieren una clara afinidad de los
microorganismos hacia determinados tejidos (6).

Como deciamos, las bacterias han de introducirse en el organismo por la via en
que estan adaptadas a penetrar, aunque no parece ser éste el tnico factor que decide el
inicio del proceso infeccioso, ya que existen otros factores dependientes de los
diferentes mecanismos de defensa, capaces de eliminar a las bacterias invasoras y que,
por consiguiente, defienden al huesped de los microorganismos patdgenos.

Los trabajos de Gibbons (6), demuestran claramente la alta afinidad de
Streptococcus mutans hacia la placa dental y de Streptococcus salivarius hacia las
células epiteliales de la cavidad oral. La relacion existente entre el poder patogeno de la
bacteria y la capacidad del tejido para fijarla son dos factores de gran importancia para
el desarrollo de la enfermedad. Experiencias realizadas por Sellwood y col. (9), con
cepas de Echerichia coli K-88 positivas demostraron la existencia de cerdos
genéticamente resistentes a la infeccion por estas cepas y que este rasgo se hereda como
un factor mendeliano simple de caracter dominante. Los ensayos realizados en cultivos
de células intestinales procedentes de cerdos resistentes a la infeccion por cepas de
Echerichia coli K-88 positivas pusieron de manifiesto la incapacidad de dichas cepas
para adherirse a los bordes en cepillo de la mucosa intestinal. Otros estudios parecen
indicar la ausencia de una fraccion glicolipida en la mucosa intestinal de los cerdos
resistentes a las cepas de Echerichia coli K-88 positivas (10). Por otra parte, los trabajos
de Smith y Huggins (11), mostraron que estos mismos animales eran notoriamente
sensibles a la infeccion por cepas de Echerichia coli que presentaban un factor de
adhesion diferente, el 987 P. En cualquier caso, la infeccion siempre se ve favorecida
cuando los mecanismos locales de defensa se ven neutralizados o danados.

Una vez producida la infeccion primaria de un tejido por un microorganismo,
puede tener lugar la extension y colonizacion a los tejidos circundantes, beneficiandose
este proceso de los mecanismos de dispersion habituales en el aparato o tejido en
cuestion, tales como: accion de la gravedad, estornudo, tos, etc... Posteriormente tendra
lugar la colonizacion y extension subepitelial del germen, en cierto modo neutralizada
por la presencia a este nivel del tejido conectivo matriz. En cualquier caso, ciertas
especies bacterianas han salvado esta barrera liberando sustancias como la hialuronidasa
que favorece la penetracion bacteriana tras inducir la digestion del acido hialurénico,
componente esencial del colageno. Otros factores importantes en la patogénesis
bacteriana serian: coagulasas, lecitinasas, etc..., asi como la produccioén de lipasas y
proteasas (12).

Durante el curso de la infeccion algunas bacterias penetran de forma regular en
las células epiteliales. El modo en que los microorganismos logran acceder a ellas no es
bien conocido aunque, en concreto, los microorganismos de los géneros Shigella y
Yersinia provocan una ruptura local de la membrana citoplasmatica, ocasionando la
muerte a la célula, en tanto que otros microorganismos como la Salmonella no
ocasionan necesariamente la muerte celular. En la salmonelosis, el resultado es una
invasion de los tejidos profundos en la que no se produce necrosis del epitelio (12).

El paso de los microrganismos a través de la capa epitelial no es un fenomeno
pasivo. Los microorganismos, tras salvar el primer obstaculo, constituido por el epitelio
superficial, se ven expuestos a los diferentes mecanismos de defensa del huesped de los
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que el mas importante es la respuesta inflamatoria. En el curso de la misma hay una
dilatacion de los vasos sanguineos, incrementandose su permeabilidad y permitiendo asi
que diversos factores del suero (inmunoglobulinas y otras proteinas) entren en contacto
con el agente infeccioso. Por otra parte, la activacion del fibrindgeno a fibrina retarda la
difusion de los microorganismos.

El fenémeno conocido como fagocitosis corresponde a la primera linea de
defensa que el organismo posee frente a la infeccion (13). Por supuesto, no todos los
microorganismos son destruidos por los fagocitos. De hecho el interior celular puede
proporcionar un medio protector para microorganismos como estafilococos, el cual les
permite evitar a los anticuerpos circulantes, favoreciéndose de esta forma la
multiplicacion. Algunas bacterias muy patdogenas son capaces de matar a los neutrofilos
después de un contacto muy breve o tras la fagocitosis (14).

5.2.2. Factores antifagocitarios.

Las bacterias, en su mayoria, presentan su superficie rodeada de un material
amorfo, al que numerosos autores se han referido como —glycocalix”, constituido por
fibras de glicosaminoglicanos distribuidas densamente y cuyo caracter anidnico permite
a los microorganismos atraer nutrientes y cationes. Su funcioén parece relacionarse con
la defensa frente a ciertos virus, fagocitos y algunos factores humorales, facilitando por
otra parte a las bacterias, la adhesion a las superficies epiteliales del huesped. Se trata de
algo similar a lo observado en Streptococcus pyogenes, en el que la proteina -M” (de
superficie) le permite adherirse a las células epiteliales y es determinante de su
virulencia. Beachey y col. (15), sugiere que en dicho microorganismo la unién de los
acidos lipoteicoicos a las superficies epiteliales tiene un papel importante en la fase
inicial de algunos procesos infecciosos. En estos gérmenes la adhesion ha sido
exaustivamente estudiada y parece dependiente del 4cido lipoteicoico y la proteina —M”.
La capacidad de organismos bacterianos para producir una matriz polisacarida
extracelular conocida como slime se ha relacionado con el aumento de virulencia e
infeciones retardadas en diferentes implantes protésicos. Este slime puede proteger a la
bacteria de los mecanismos de defensa del huesped, especialmente la fagocitosis por los
linfocitos polimorfonucleares (16). Los resultados extraidos de los trabajos de estos
autores al comparar el S. epidermidis RP62A productor de slime y su variante
fenotipica, RP62A-NA no productora de s/ime, muestran que tanto la fagocitosis, como
la adherencia y la producion de superoxido, se incrementan en RP62A, mientras que el
descenso de la hidrofobicidad de RP62A sobre RP62A-NA se correlacion6 con una
capa hidrofilica de s/ime. Estas y otras investigaciones demuestran la importancia de los
componentes de superficie de las bacterias en los procesos de adhesion, directamente
implicados en la fagocitosis.

La adhesion de Pasteurella multocida a monocitos de pavo es mediada por
mucopolisacaridos de la cépsula bacteriana. El &cido hialuronico es el mayor
componente de la matrix extracelular del huesped, asi como el principal componente
capsular de las cepas de Ps. multocida del serogrupo A (17). Las macromoléculas de la
matrix extracelular se cree, estdn implicadas en la regulacion de varias funciones
celulares, incluyendo el crecimiento, motilidad, adhesion celular y diferenciacion in
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vitro (18). Estas funciones estdn mediadas por 4cido hialurénico interactuando con los
proteoglicanos de la superficie celular expresados sobre varios tipos de células, de las
que los macréfagos son una de ellas. Aunque los proteoglicanos se unen con mas
afinidad al acido hialurdnico, pueden también unirse a fibronectina, colageno (I, 11 y
IV), y laminina (17).

Los pili o fimbrias, como veremos mas adelante han sido extensamente
etudiados en gérmenes gram negativos y parecen ser los responsables de la relativa
resistencia a la fagocitosis que presentan algunas bacterias tras asociarse a determinados
tejidos (11), quizés debido a una saturacion en la union de los pili activos con los
receptores de las células epiteliales, imposibilitando de este modo o al menos
disminuyendo su interaccion con células fagocitarias. Datos extraidos de un estudio de
Nayto Y y cols. (19), sobre cepas invasivas y no invasivas de Porphyromonas
gingivalis, sugieren el importante papel que juegan las fimbrias en la colonizacién a
través de su actividad hidrofobica, demostrando de igual forma que las fimbrias de las
cepas no invasivas estan relacionadas con la mayor adhesion para la union al tejido
gingival, mientras las fimbrias de las cepas invasivas estan débilmente involucradas en
la adherencia.

Se sabe que muchas bacterias se adhieren a la fibronectina (matrix proteica que

se detecta en el fluido vaginal en la mujer en trabajo de parto) estableciendo asi un
primer paso de infeccion. En la mujer en trabajo de parto los Streptococus del grupo B
son agentes comunes de corioamnionitis (20). Estos mismos autores en un trabajo
llevado a cabo sobre 57 cepas de Streptococo del grupo B aisladas de mujeres con
rotura prematura de membranas, observan que la hidrofobicidad de superficie celular es
un factor de adhesion inespecifico en dicho germen, asi como que la unién a
fibronectina es un factor de adherencia adicional en algunas de las cepas y puede ser
asumido que juega un papel principal en el establecimiento del proceso infeccioso.
Otro tipo de accion antifagocitica se da en gérmenes como el bacilo de la tuberculosis,
el bacilo de la lepra y los microorganismos del género Brucella, que presentan ciertas
caracteristicas en la composicion de su superficie que les permiten sobrevivir en el
interior de los fagocitos y macrofagos y les confieren capacidad para resistir el efecto de
los enzimas lisosomicos (12).

5.2.3. Catabolitos bacterianos.

La produccion de catabolitos por las bacterias es ejemplo de un factor lesivo
determinante de la virulencia y dependiente de una herencia de tipo poligénico (11). La
formacion de este tipo de compuestos, como las aminas, indol, escatol, fenol y sulfuro
de hidrégeno, en algunos casos depende de la existencia en el medio de cultivo de
aminoacidos especificos que actian como precursores. Por el contrario, en otros casos,
la composicion del medio de cultivo influye tnicamente en el ritmo de formacion de los
catabolitos, siendo una propiedad inherente a los propios microorganismos su
produccion o no. Este seria el caso de las auténticas toxinas bacterianas: exotoxinas y
endotoxinas (12).

Las toxinas de secrecidon o exotoxinas son liberadas al medio como resultado del
crecimiento bacteriano. Por lo general, es necesario una alta concentraciéon de estas
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sustancias para que el crecimiento del germen se vea afectado, pero basta una cantidad
infima de toxina para provocar el efecto toxico en el huesped. Por lo tanto, en el proceso
de colonizacion de los tejidos, ademas del dafio fisico producido por efecto del continuo
crecimiento bacteriano, hay que considerar un dafio de tipo quimico dependiente de la
produccion de este tipo de sustancias. Algunas de estas sustancias actiian uniéndose a
determinadas proteinas y producendo efectos diversos: actuando sobre la ribosilacion
del ADP en el caso de la toxina colérica o sobre la sintesis proteica en el caso de la
toxina diftérica (21).

Por su parte, las endotoxinas quedan libres en el interior del huesped al
destruirse la bacteria por autolisis o ruptura mecanica por lo que su liberacion al exterior
presupone la muerte del microorganismo. La mayor parte de estas endotoxinas estan
compuestas de proteinas, aunque algunas parecen ser compuestos de carbohidratos y
lipidos. Son débilmente antigénicas, termoestables a temperaturas de 60°C, no se alteran
por la exposicion a la luz ultravioleta y por lo general son resistentes a la accion de las
enzimas proteoliticos.

5.3. Adhesion bacteriana y patogénesis.

La adhesion de las bacterias a las superficies epiteliales es un primer paso
esencial en la colonizacion de los héabitats microbioldgicos (22). Se puede considerar la
adherencia como el fendmeno resultante de la interaccion entre dos superficies en el que
participan factores fisico-quimico y bioldgicos, siendo necesario para que se produzca,
el contacto de la bacteria con la célula (23). Algunos estudios resaltan la mayor
capacidad de union de las células epiteliales de pacientes con infecciones graves a
bacterias patdgenas (24-26). Por lo tanto, la interaccion entre bacterias y células
epiteliales es un elemento decisivo en el proceso patogénico, aunque esta interaccion
adhesiva se refiera en algunos casos también a gérmenes comensales y no sélo a
patogenos. En particular, la capacidad de P. gingivalis para adherirse a la superficie oral
es el factor infectivo mas importante, ya que la adherencia es el primer paso esencial en
la colonizacion (27).

Por otra parte, es un mecanismo por el que los microorganismos pueden resistir
el efecto de los procesos fisioldgicos de limpieza, que tienden a impedir el asentamiento
de los agentes infecciosos. Sin embargo, algunos autores (27) (28) (29) (30) (31) (32),
muestran como la adhesividad de la bacteria al epitelio no es todo ventaja para la misma
y detrimento para el huesped, pues inmediatamente después de invadir el torrente
sanguineo, la presencia sobre la superficie de los microorganismos de adhesinas
ejerceria una accidon beneficiosa para el huésped, ya que facilita su fagocitosis y
posterior destruccion, debiendo desarrollar el microorganismo diversos mecanismos
antifagociticos, tales como la capsulacion para evitar la union a células fagociticas (23).
En el caso de Escherichia coli, algunas adhesinas relacionadas con la patogenicidad
extraintestinal pueden estar involucradas en el incremento de la persistencia de
Escherichia coli en su habitat normal, el intestino grueso; las adhesinas que median la
adherencia en las células epiteliales intestinales, especialmente P fimbrias, favorecen la
persistencia de Escherichia coli en el intestino grueso de los nifios (33).
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Por todo ello, parece importante conocer la capacidad de adherencia del

microorganismo, ya sea comensal o patogeno, a las superficies mucosas y su interaccion
con las células fagocitarias. Existen dos etapas claramente diferenciadas en la adhesion
de los microorganismos a las superficies: el —proceso de adhesion” que puede ser
definido en base a la afinidad de la adhesion de las bacterias a las superficies epiteliales,
descrito segun las ecuaciones de Michaelis-Menten. El punto maximo de adhesion (y
afinidad) puede ser determinado graficamente mediante las ecuaciones de Lineawever-
Burk segiin modelos experimentales simples (34;35). Esta primera fase seria un proceso
de tipo reversible en el que las fuerzas de Van der waals ocuparian un lugar
preponderante. El —estado de adherencia” claramente diferenciado del anterior seria
irreversible y mediado por la sintesis de material polimérico. Las fuerzas que
contribuyen al estado de adherencia son poco conocidas y quizas no se trate solo de
interacciones entre receptores de células eucariotas y factores adherentes bacterianos;
habria también que tener en cuenta otros sucesos secundarios en el proceso, como la
excrecion de material polisacaridico (36;37). Los estudios disefiados por Cantey y col.
(37), en base a las observaciones mediante microscopia electronica, proporcionan
evidencias morfologicas de la existencia de al menos dos estadios en la interaccion
adhesiva, lo que ratifica lo expuesto anteriormente.
Las bacterias adherentes pueden presentar una superficie en cierto modo diferente a las
de las bacterias no adherentes. Por otro lado, las bacterias adherentes parecen ser menos
sensibles a los antibidticos (38) y a los sistemas naturales de defensa del huesped como
son la actividad bacteriana del suero y a la fagocitosis (39). Se ha demostrado que la
adhesion de las bacterias Gram negativas estd, en la mayoria de los casos, mediada por
apéndices bacterianos accesorios: fimbrias o pili, mientras que la adhesion de bacterias
Gram positivas parece depender de mecanismos diferentes a los anteriormente
nombrados (40). Los pili tipo 4 de N. gonorrhoeae y N. meningitidis constituyen la
clave determinante para la adherencia de estos patogenos a las células endoteliales y
epiteliales (41). Bajo condiciones naturales, los pili representan el inico medio para que
la N. meningitidis capsulada se adhiera a las superficies mucosas humanas (42). Asi
mismo, los pili han demostrado ser esenciales para el establecimiento de infecciones
experimentales por N. gonorrhoeae (43).

Es importante resaltar, como ya hemos indicado anteriormente, la existencia de
componentes de superficie especificos, tanto en la bacteria como en la célula huesped,
que intervienen en la adhesion. Ejemplos ya clasicos son la afinidad del Streptococo del
grupo A por el epitelio faringeo, del gonococo por el epitelio uretral y cervical y de los
Escherichia coli enteropatogenos por el epitelio intestinal. Concretamente, la superficie
del Streptococo grupo A presenta al microscopio electronico finas proyecciones o
fimbrias de superficie, que portan un antigeno especifico, la proteina -M” a la que ya
hemos hecho mencion anteriormente (44).

Interesantes estudios realizados por McGee y col. (45), resaltan la importancia
de las fimbrias gonococales en la colonizacion y destruccion celular en cultivos de
células de trompa de falopio humana. Estos ensayos demostraron que tanto los
gonococos fimbriados como los no fimbriados se unen a células epiteliales, si bien son
los primeros los que producen destruccion celular de forma maés rapida, siendo ésta
mediada por uno o mas factores toxicos, como serian los lipopolisacaridos de superficie.
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Los pili tipo 4, estructuras proteicas asociadas a la superficie, han sido implicadas en la
mediacion de la adhencia de N. gonorrhoeae y N. meningitidis a las células epiteliales
(46).

Los pili de Escherichia coli, estudiados con detalle consisten en subunidades

proteicas que tendrian una importante funcidén en la interaciéon con carbohidratos
especificos de superficie en las células eucariotas, incluyéndose algunos de ellos entre
los antigenos —K”. Una de estas estructuras antigénicas es el antigeno K-88, que
presenta una especial afinidad por el epitelio intestinal de cerdos. El K-99, similar al
anterior es mas afin hacia la mucosa intestinal de corderos y vacas, aunque puede
también encontrarse ocasionalmente en cepas aisladas de cerdos (47). Los grupos
antigénicos de adherencia CFA/I y CFA/II son los equivalentes a los anteriores en el
hombre. La expresion de los factores K-88 y enterotdoxico (ENT) son necesarios para
conceder al microorganismo un papel patogénico; éstos factores se encuentran
codificados en plasmidos independientes, de forma que las variantes K-88 positivas y
ENT negativas o K-88 negativas y ENT positivas son apatogénicas, aunque la primera
se multiplica profusamente en el intestino. Por el contrario, las cepas con ambos
plasmidos colonizan el intestino de cerdo produciendo diarrea.
Las fimbrias de Echerichia coli pueden ser diferenciadas segtin el peso molecular de sus
subunidades, su composicion de aminoacidos o por la especificidad de su enlace con las
diferentes células eucariotas (48). El hecho de que el alfa-monosido inhiba la adhesion
—n vitro” de bacterias que poseen fimbrias tipo-1 a la superficie de células eucariotas
que contienen residuos de manosa (49), hace pensar en una adhesion indiscriminada de
este tipo de bacterias a determinados tejidos, ya que las cadenas de oligosacaridos que
contienen manosa son un rasgo muy frecuente en las oligoproteinas de la superficie de
las células, incluyendo a las fagocitarias. En un estudio llevado a cabo recientemente
(50), se observéd que las colonias fluorescentes cubiertas con pili preparadas con tipos
salvajes de N. gonorrhoeae piliadas se adhirieron a células endoteliales y epiteliales en
contraste con las colonias procedentes de una mutante deficiente en PilC, quedando asi
demostrada la implicacion de esta proteina en la adherencia a pili de ambos tipos de
células; la proteina PilE u otras proteinas de pili pueden influir en el reconocimiento del
receptor de PilC.

Algunas bacterias producen la enfermedad por penetraccion a través de las
células del huesped, introducciéndose en algunos casos en las cavidades corporales y
tejidos no accesibles para ellas desde el exterior. Asi, Shigella flexneri se ubica entre las
células epiteliales y las células de la lamina propia del intestino donde provoca
destruccion de los tejidos circundantes, dando lugar a la disenteria bacilar (51). Del
mismo modo, la adhesion de Vibrio cholerae al intestino humano juega un papel
importante en la patogénesis del cdlera. Estos microorganismos muestran una acentuada
quimiotaxis hacia los productos de degradacion del mucus, penetrando activamente la
capa mucosa superficial del intestino (52). Los componentes de superficie que
participan en la interaccion con las células epiteliales del intestino no son del todo
conocidos, aunque se sabe que algunas cepas del biotipo EI-Tor producen una
hemaglutinina colérica que se considera como un probable factor de adhesion a la
mucosa intestinal, reconociendo receptores especificos del intestino delgado y
promoviendo la absorcion del microorganismo a ellos. Existen tambien mecanismos de
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adherencia no asociados a pili o fimbrias en las bacterias, que les permiten colonizar las
superficies celulares. Una capa no fimbriada de Shigella flexneri puede adherirse a
células epiteliales de intestino de raton a través de la interaccion con residuos de fucosa
y glucosa, mediada por un lipopolisacarido de la pared bacteriana (53). La
preincubacion de la bacteria con azucares inhibidores no produce variaciéon en su
adhesividad, en tanto el pretratamiento de las células con los carbohidratos es eficaz
para evitar la adhesion, lo que indica que son estructuras de superficie de las células las
que reconocen los radicales de fucosa y glucosa en los lipopolisacaridos de la bacteria.

Como se ha expresado anteriormente, la adhesion de Ps. multocida a monocitos
de sangre periférica del pavo estd mediada por acido hialurénico capsular. El
reconocimiento de la capsula de mucopolisacaridos es debido a isoformas monociticas
CD44 presentes en los monocitos de sangre periférica del pavo (17). Recientemente los
CD44 han sido descritos como un receptor para la adherencia del Streptococcus del
grupo A (54), pero es ahora cuando se ha descrito por primera vez a los CD44 como un
receptor para la adherencia de bacterias gram negativas. El reconocimiento de CD44 en
la membrana glicoproteica implicada en las interacciones célula-matrix puede ser usada
por Ps. multocida para invadir los tejidos del huésped.

Como se deduce de estudios realizados por Jann (55), en Echerichia coli, pueden
encontrarse insertos en la membrana componentes similares a los que habitualmente
forman las fimbrias y que pudieran ser responsables de la adherencia de estos
microorganismos en ausencia de piliacion. En los mycoplasmas existen adhesinas no
fimbriales en la superficie de sus membranas que reconocen estructuras receptoras
portadoras de acidos sialicos en las células (56).

Los estudios realizados por C. Svanborg Edén (57) confirman el papel decisivo
de las adhesinas bacterianas para la union y activacion de polimorfonucleares por
Escherichia coli a través tanto de receptores especificos como de las propiedades
fisicoquimicas de superficie.

Finalmente, Van Wamel W.J.B. y cols. (22), realiza un estudio con cepas de
Stafilococcus aureus meticilin-resistentes (MRSA) dividiéndolas en dos grupos segin
su comportamiento epidemiologico, cepas MRSA epidémicas (EMRSA) y cepas
MRSA esporadicas (SMRSA), encontrando que las diferencias en la resistencia a
antibioticos, deshidratacion u otros factores de supervivencia pueden jugar un papel en
la capacidad para causar una epidemia. Como la adherencia se cree que es el primer
paso en la colonizacion, la capacidad para causar una epidemia se podria explicar por la
capacidad de un organismo para adherirse a una superficie. Ademas de las diferencias
de adherencia entre estos dos grupos de MRSA, estos autores estudiaron la influencia de
las condiciones de cultivo (medios de cultivo, T* de crecimiento y fase de crecimiento
de la bacteria) sobre la adherencia de cepas de SMRSA y EMRSA al pléstico, colageno
I humano (HuCol 1) y células Detroit 562 de carcinoma faringeo (D562), concluyendo
que dichas condiciones de cultivo influian en la adherencia al platico, aunque fue
observada alguna excepcion.

5.3.1. Genética de la adhesion bacteriana: codificacion de estructuras de superficie
por plasmidos de resistencia.
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La adhesion bacteriana a superficies mucosas parece estar mediada por
estructuras de superficie, resultantes de la expresion del material genético. Por regla
general, las fimbrias somaticas tipo-1 son codificadas por genes cromosomicos y se
presentan tanto en gérmenes comensales como en cepas patdégenas de Echerichia coli;
en tanto que los factores de adhesion que mas frecuentemente se relacionan con la
patogenicidad suelen ser codificados por plasmidos (58), aunque podrian serlo
cromosdmicamente. Los apéndices de la superficie bacteriana relacionados con las
funciones de asociacion se han denominado de forma general —fimbrias”, reservandose
el término —pili” para todos aquellos casos en que su presencia se relaciona con el
intercambio del material genético entre microorganismos. Se trata por tanto, de fimbrias
sexuales o conjuntivas.

Dentro del grupo de estructuras denominadas de forma genérica adhesinas
incluiriamos a los antigenos de superficie. Los antigenos mas frecuentes son el O, H y
K. El antigeno somatico O estd compuesto por complejos de lipopolisacaridos, que
forman parte de la membrana externa de la bacteria.

Los genes para los factores bacterianos de adhesion més estudiados tales como
el K-88, K-99 y CFA/I han sido localizados en plasmidos. De entre ellos se sabe que los
genes para el factor K-88 representan una longitud total de 75 a 135 Kb, y
frecuentemente van asociados a genes para la fermentacion de rafinosa (59). El tamafio
del gen para el factor CFA/I posee un tamafio aproximado de 90 Kb, y estd unido a un
gen para una enterotoxina estable (60).

Para el factor de adhesion K-88 se han identificado tres plasmidos responsables
de las tres variantes antigénicas conocidas: K-88ab, K-88ac y K-88ad. Mooi y col. (61),
disefiaron experimentos encaminados a determinar qué genes de la cadena plasmidica
eran responsables de la formacion del factor K-88 en cada una de las variantes. Para
ello, dirigieron cada uno de los tres plasmidos K-88 con enzimas de restriccion y los
fragmentos obtenidos de cada uno de ellos fueron clonados mediante su inclusion en el
vector PBR-322, identificando posteriormente los clones bacterianos que portan cada
uno de los antigenos K-88. De esta forma, pudieron observar que la expresion del factor
K-88 depende de la orientacion de la cadena de DNA responsable y de la variante de
que se trate. En el caso del K-88ab su insercion en el vector PBR-322 en un sentido o en
otro modifica la cantidad de antigeno expresada.

En otros experimentos genéticos se ha puesto en evidencia como la virulencia
puede depender de una multiplicidad de genes. Los organismos del género Shigella que
penetran y colonizan las células de la lamina propia del intestino fueron objeto de un
estudio en el que se tratd de averiguar qué fragmento cromosomico era el responsable
de su virulencia. Formal y Hornick (62), realizaron experiencias con Shigella en las
cuales reemplazaron fragmentos cromosdmicos de este microorganismo por otros de
Escherichia coli, observando que en algunos casos y dependiendo del lugar de insercion
del fragmento de cromosoma de Escherichia coli se producia una pérdida de virulencia.
Dado que esto ocurria al sustituir los genes de varios puntos distintos del cromosoma de
Shigella, llegaron a la conclusion de que no es solo uno el gen responsable de la
virulencia, al menos en estos microorganismos.
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Tabla 5.1.
Caracteres de algunas fimbrias que median la adherencia (63).

Adhesina Serotipo Origen de la cepa  Genes Receptor Aglutinacién
Fimbria F (inh.
Adherencia)
Manosa- Glicoproteinas Hematies de
sensibles F, Ubicuo Cromosoma D-Manosa cobayo, caballo,
Tipo 1 cordero,
humanos y
levaduras
Manosa- Enteropatdgenos Plasmido Glicolipidos Hematies
resistente F, Diarrea de lechones Ganglidsido Pollo y cobayo
K88 GM,
K99 F; Diarrea de bovidos  Plasmido Ganglidsido Caballo y
GM, cordero
987P F, Diarrea de lechones Plasmido - -
CFAI F;s Diarrea humana Plasmido Ganglidsido Humanos, pollo,
GM, bovinos
CFAIl Fg Diarrea humana Plasmido - Bovinos, pollo
E8775 - Diarrea humana Plasmido - Bovinos
Uropatogenos
P Infeccion urinaria Cromosoma  Globotetraosyl Humano
(90%) ceramido
Otras Fs-Fyp Infeccion urinaria - - -
fimbrias (10%)

Los plasmidos de resistencia pertenecientes a los distintos grupos de
incompatibilidad empezaron a ser estudiados hace varias décadas, se ha observado que
todos ellos codifican pili (principalmente conjugativos) que son diferentes en los
distintos grupos de incompatibilidad (64). Otras estructuras de superficie con
importancia en los procesos de adhesion y en la patogenicidad bacteriana son las
capsulas de polisacaridos que permiten a los microorganismos eludir la accion de
diversos mecanismos de defensa del huesped. Se ha postulado que en tltimo extremo la
formacion de materia capsular podria estar codificada genéticamente en plasmidos
transmisibles (51).

El lipopolisacarido (LPS) de Neisseria meningitidis se sabe que es el principal
determinante de su virulencia (65), y el uso de anticuerpos monoclonales y estudios
estructurales han demostrado la heterogenicidad y complejidad del LPS meningocdcico
el cual se puede dividir en 12 inmunotipos (66). En Haemophilus influenzae, una serie
de locus implicados en la expresion de la fase variable de epitopos de LPS han sido
aislados y elucidado el mecanismo molecular de la expresion de la fase variable (67).
De los dos tipos de toxinas que se conocen para Escherichia coli enterotdxico en
humanos, parece ser que tanto la toxina termoldbil como la termorresistente estan
determinadas por plasmidos, pudiendo los genes para cada una de ellas estar contenidas
en el mismo o diferente plasmido. La localizacion de los genes para estas toxinas en la
cadena plasmidica goza de movilidad no so6lo entre células bacterianas, sino también
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desde una estructura genética a otra dentro de la misma célula (68). Este proceso se ha
observado en el sistema flagelar de Salmonella tiphimurium, donde ocurren
transformaciones de cepas virulentas en avirulentas y viceversa.

La forma mas habitual de estudiar la regulacion genética de los factores de
virulencia es la utilizacién de antibidticos que interfieran en los procesos de traduccion
y transcripcion del DNA, como son: estreptomicina, tetraciclina, trimetropim-
sulfametoxazol, cloranfenicol y clindamicina (55;69). El crecimiento de las cepas en
presencia de estos antibioticos demostrd que el efecto antiadhesivo producido depende
de la concentracion de antibiodtico utilizada y que se trata de un efecto de tipo cepa-
especifico, por cuanto algunas cepas muestran afectacion por un antibiotico y no por
otro, existiendo por lo demds una correlaccion detectable entre la susceptibilidad de la
cepa y el efecto antiadhesivo de algunos antibidticos; asi mismo, se ha demostrado que
una dosis subletal de antibidticos puede interferir selectivamente con la sintesis o
expresion de ciertos componentes de la superficie bacteriana que pueden estar
implicados en la adherencia e hidrofobicidad de microorganismos (69;70).

Por lo que respecta a los antibidticos betalactamicos, Beachey y col. (69), han
demostrado una disminucion de la adhesividad manosa resistente en Escherichia coli
despues de crecer en concentracciones subletales de penicilina G. La ampicilina posee
un efecto negativo en la adhesividad de algunas cepas uropatogenas de Escherichia coli
segun se desprende de los trabajos de Sandberg y col. (25). La observacion de
Eisenstein y col. (71), de que un mutante de Escherichia coli resistente a la
estreptomicina no era afectado por la misma en su adhesividad, sugiere que dicho efecto
es mediado a través de su accion en el ribosoma. Por el contrario, el efecto antiadhesivo
de los antibidticos betalactdmicos a concentraciones subinhibitorias podria explicarse
por las alteraciones que producen en la pared bacteriana (69). Scheld y col. (72),
observaron que un tratamiento de 4 horas con vancomicina, penicilina G, tetraciclina,
cloranfenicol y estreptomicina a % de la C.M.L. influia en la adhesividad de
Streptococcus sanguis 'y Streptococcus faecalis, no detectindose cambios en la
hidrofobicidad de superficie de estos gérmenes por accion de estos antibioticos.

Por todo ello, parece evidente que la adhesion bacteriana a superficies celulares
esta en funcion de la expresion del material genético responsable de la sintesis de
diversas estructuras de superficie, siendo la hidrofobicidad una propiedad fisica de
importancia en el proceso y de la que nos ocuparemos seguidamente.

5.3.2. Mecanismos de adhesion: importancia de las interacciones hidrofobicas y su
implicacion en la interaccion célula-célula.

La hidrofobicidad de superficie es un importante factor en la adherencia y por
consiguiente en la proliferacion de los microorganismos en las superficies soélidas y por
tanto, en la adherencia de bacterias a fagocitos, células epiteliales, etc... Por lo general,
las bacterias aisladas de tejidos vivos suelen mostrar una hidrofobicidad mayor que las
cultivadas de forma prolongada en el laboratorio (6).

Existen una gran variedad de factores fisicoquimicos responsables de la unioén
inicial de la bacteria a las superficies celulares. Las fuerzas de Van der Waals y
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electrostaticas resultan responsables de una amplia gama de interacciones entre las que
cabria destacar: enlaces quimicos, interaccion dipolar e hidrofobicidad. Las estructuras
celulares de superficie pueden alterar la fuerza inicial de adhesion, reduciendo las
fuerzas electrostaticas de repulsion o incrementando las fuerzas de atraccion (73).

Las superficies celulares, tanto de células procariotas como eucariotas, estan
cargadas negativamente. Las fuerzas electrostaticas de repulsion entre célula y bacteria
pueden ser superadas por fuerzas de atraccion de largo y corto alcance, de modo que el
enlace especifico de fimbrias con receptores de superficie celulares ha de vencer las
fuerzas repulsivas existentes entre ambas superficies. Segun Smyth y col. (74), la
reduccion de potencial celular de superficie por mediaciéon de adhesinas de caracter
hidrofébico probablemente facilite la adhesion, siendo las fuerzas hidrofébicas un
primer paso en la interaccion del microorganismo con las superficies mucosas. El alto
contenido de aminoacidos apolares en las fimbrias sugiere la existencia en éstas de
regiones hidrofobicas que dotarian de dicho carécter a la superficie bacteriana.

La hidrofobicidad superficial es un factor de adhesion inespecifico que es
importante en la proliferacion de microorganismos sobre superficies solidas, y
consecuentemente en su adherencia a células epiteliales, fagocitos y otras células (75).
Otras propiedades de superficie fisicoquimicas, tales como carga, estdn tambien
implicadas en la unién (76). La hidrofobicidad y superficie bacteriana es importante
para la adhesion de la bacteria a substratos insolubles en agua (5). El medioambiente
hidrofobico-hidrofilico de las superficies bacterianas estd modulado por sustancias
denominadas hidréfobo-afines (aumentan la hidrofobicidad) e hidrofolines (disminuyen
la hidrofobicidad), las cuales pueden coexistir sobre la superficie de la membrana
bacteriana externa (77). Son muchos los estudios existentes sobre la contribucion de la
hidrofobicidad de superficie a la adhesion bacteriana; sobre este aspecto los gérmenes
mas estudiados son Salmonella (75), Echerichia coli (78), N. gonorrhoeae (79), y
Streptococcus (80). En el caso del gonococo su superficie celular presenta una
membrana externa similar en su composicion basica a las otras membranas de gérmenes
Gram negativos; sin embargo, esta membrana asi como los componentes externos de la
misma, tales como pili y material capsular, contribuyen a optimizar su capacidad de
adhesion o relacion con el huesped.

Las colonias de gonococos T1 y T2, aisladas —n vivo”, son virulentas, en tanto,
que las T3 y T4, obtenidas por subcultivos se muestran avirulentas (45), una de las
diferencias entre estos tipos de colonias radica en la presencia de pili. Por otra parte, las
variantes T2 y T3, denominadas COA positivas, presentan ciertas proteinas de
superficie de las que carecen las colonias T1 y T4 (COA negativas). En estos estudios
utilizando un sistema de particion de fases con polietilenglicol esterificado con acido
palmitico se demostr6 que las células pertenecientes a T1 y T2 eran transferidas en una
amplia proporcion a la fase superior, demostrandose asi que a un pH aproximado de 6
los pili poseian un caracter hidrofobo. La presencia del caracter COA negativo no
parece afectar al grado de hidrofobicidad de superficie. Es sabido que existen dos
factores de gran importancia que se relacionan con la patogenicidad del gonococo: Su
capacidad para unirse a superficies mucosas y su capacidad para resistir a la fagocitosis
por leucocitos polimorfonucleares. La adhesion a las células epiteliales y también a las
células fagocitarias es facilitada por el caracter hidréfobo de los pili, y si bien el primer
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proceso es una condicioén inexcusable para que tenga lugar el proceso infeccioso, el
segundo de los eventos resulta perjudicial para el normal desarrollo del microorganismo
en el huesped.

Los componentes de fimbrias y lipopolisacaridos de superficie de superficie
(LPS) intervienen en la adhesidon bacteriana, interaccionando no sélo con receptores
especificos, sino también con receptores de tipo no especifico. Las propiedades
fisicoquimicas de estas estructuras de superficie en Salmonella tiphimurium y Serratia
marcescens han sido extensamente analizadas por Hemansson y col. (81), demostrando
que las cepas lisas de Salmonella tiphimurium son menos hidrofobicas que las cepas
rugosas. El efecto de los lipopolisacaridos sobre las propiedades hidrofobicas de las
cepas fue evidenciado en varios mutantes rugosos de Salmonella tiphimurium,
demostrandose un ligero incremento del cardcter hidrofobico siempre que se produce
una disminucién de la cantidad de antigeno O (LPS) (o de sus componentes
oligosacaridicos), ya que las moléculas completas de LPS confieren a las bacterias un
caracter esencialmente hidrofilico. Otras investigaciones demuestran que una
disminucion en la proporcion de los LPS de superficie en una serie de mutantes de
Salmonella tiphimurium estd relacionada con un incremento de su adhesion a células
(75). Las mutaciones de los LPS de superficie en Salmonella tiphimurium y Echerichia
coli parece ser que, por regla general, van acompanadas de una reduccion en la cantidad
de proteinas y de un aumento relativo en los lipidos de la membrana externa (82).

En los procesos de defensa del organismo, tanto anticuerpos como complemento
favorecen la adherencia a los fagocitos; sin embargo, en algunos casos la fagocitosis
puede ocurrir en ausencia de anticuerpos y complemento cuando las bacterias son
suficientemente hidrofobicas. Aunque la estructura quimica de los lipopolisacaridos es
bien conocida en varias enterobacterias, poca se conoce de las propiedades
fisicoquimicas de superficie que influyen en su interaccién con las células.Por otra
parte, existen proteinas de superficie que contribuyen a la hidrofobicidad al tener un alto
contenido en aminoacidos apolares y carecer practicamente de aminoacidos polares
(83), al menos en lo que respecta a la zona externa de las proteinas. De ello se deduce
que la presencia de aminoacidos hidrofobicos en la pared celular puede conferir a la
bacteria un caracter hidréfobo, aunque no necesariamente. Ciertos factores como las
mutaciones cromosomicas o la transferencia de plasmidos pueden modificar la
morfologia y composicion de la superficie bacteriana y contribuir a incrementar o
disminuir su afinidad por moléculas hidréfobas, y como consecuencia, su capacidad
adhesiva.

La sintesis de proteinas relacionadas con los pili bacterianos, codificados por los
distintos plasmidos de resistencia, podria estar en relacion con los cambios observados
de las propiedades fisicoquimicas de superficie. La asociacion de los genes responsables
a otros factores del tipo de resistencia a antibidticos dentro del mismo plasmido seria
decisiva en la patogenicidad del microorganismo y en los cambios de virulencia del
germen (70). Parece indudable que el efecto hidrofobico ocupa un primer puesto en el
proceso de adherencia y determina una forma de acercamiento entre bacteria y célula
huesped, contrarrestandose asi las fuerzas de repulsion existentes entre las superficies
celulares.
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5.4. Escherichia coli. Caracteristicas del microorganismo.

Es un bacilo gramnegativo, mévil que pertenece al género Escherichia y a la
familia Enterobacteriaceae, y por tanto, aerobio y anaerobio facultativo, fermenta la
glucosa con produccion de gas y acidos diversos, y es oxidasa negativo. Son bacilos
poco exigentes en cuanto a sus necesidades nutritivas y resisten relativamente a los
agentes externos, cultivindose en medios comunes, incluso a T* de 45 °C. Constituye la
mayor parte de la flora comensal aerobia y anaerobia facultativa del tubo digestivo,
colonizdndolo a las pocas horas o dias del nacimiento, a partir del agua o del alimento
ingerido, o directamente desde otros individuos (84) y se elimina por las heces al
exterior.

Estructura antigénica.

Presentan antigenos somaticos (O), capsulares (K), flagelares (H) y en las
fimbrias (F). En la actualidad se conocen 167 antigenos O, 103 antigenos K, 75
antigenos H y aproximadamente 12 antigenos F, que han hecho posible una
clasificacion de Escherichia coli en grupos O y serotipos, algunos de los cuales estan
asociados a cuadros patologicos.

El antigeno O se encuentra en el lipopolisacarido situado en la membrana
externa de la pared. Estos LPS poseen estructuralmente tres zonas, la mas interna es el
lipido A, en la zona media se halla un nimero limitado de azucares (5 a 7) y en la
externa una larga cadena de azucares, que constituye el antigeno O (85). El antigeno H
esta constituido por flagelos , formados por subunidades proteicas (flagelina) altamente
antigénicas. El antigeno K esta constituido por cantidades variables de polisacarido
capsular inmunogeno.

Accion patogena.
A) Determinantes del poder patogeno:

e Antigenos. Es conocida la capacidad de adherencia de las fimbrias,
distinguiéndose las fimbrias tipo 1 o manosa-sensibles (MS) que se
encuentran en la mayoria de Escherichia coli y se aislan de heces normales
(70-80%). Actaan facilitando la adherencia al moco del intestino grueso y al
moco urinario. Las fimbrias manosa-resistentes (MR), denominadas también
factores de colonizacion (CFAIL, CFAIl y E8775), facilitan la fijacion en
receptores especificos de las células de la mucosa intestinal (86). Ademas,
los antigenos O y K tienen propiedades antifagocitarias e inhibidoras de las
sustancias bactericidas del suero y de ellas depende la virulencia de las cepas
invasivas cuya sintesis esta codificada por pldsmidos de elevado peso
molecular (140 Mdaltons).

e Toxinas. El lipido A es una endotoxina ligada al lipopolisacarido,
responsable de la accion pirdgena y probablamente de las alteraciones
vasculares que suceden en las infecciones generalizadas. La produccion de
diarreas es debida a exotoxinas, cuya sintesis esta codificada por la presencia
de plasmidos, que a su vez pueden contener genes asociados con la
capacidad de adherencia y otras propiedades (produccién de colicinas,
hemolisinas y resistencia a los antibidticos). Se conoce la existencia de una
enterotoxina termolabil (TL) y antigénica semejante a la enterotoxina de
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Vibrion cholerae, que actua activando la adenilciclasa, la cual a su vez
transforma el ATP en AMP ciclico, produciendo un aumento de la secrecion
de agua y electrolitos (86). Ademds hay una toxina termoestable (TS) y no
antigénica que también da lugar al acumulo de liquidos en el intestino por
otro mecanismo (probablemente por la via de la guanilciclasa) (86). La
Escherichia coli enterotoxigena produce alteraciones de tipo funcional a
través de estas toxinas. El serotipo O 157 produce una enterotoxina
citotoxica (Verotoxina) que actia sobre las células endoteliles de los vasos
produciendo diarreas hemorrdgicas. Algunas cepas de Escherichia coli
poseen una capacidad de penetrar e invadir las células del epitelio intestinal
(Escherichia coli enteroinvasivas) y ello es debido a la presencia de
antigenos superficiales, especialmente, proteinas de la membrana externa,
cuya sintesis esta codificada por plasmidos de 140 Mdaltons.

e Fermentos. Algunas cepas de Escherichia coli son hemoliticas y se han
descrito dos hemolisinas, una asociada al soma bacteriano y otra difusible,
cuya importancia como determinantes de la patogenicidad no se conoce (86)

B) Cuadros clinicos.
Escherichia coli puede infectar al intestino de forma primaria produciendo
diarrea o bien, como oportunista, dar lugar a cuadros extraintestinales diversos.

Infecciones intestinales con diarrea.

La Escherichia coli es el germen mas frecuentemente implicado en la diarrea del
recién nacido y del adulto, siendo tres los grupos que pueden intervenir:
1. Escherichia coli enteropatogenos.

Se presenta en forma de brotes epidémicos durante los meses de verano,
fundamentalmente en lactantes y nifios pequefios y son producidos por serotipos
pertenecientes a 17 grupos O. Su frecuencia y gravedad ha ido decreciendo en las
ultimas décadas, detectandose cada vez con mas rareza en los paises mas desarrollados,
aunque en otros paises si pueden verse aiin casos, incluso graves.

2. Escherichia coli enterotoxigénico.

Son la causa de las gastroenteritis en la infancia en los paises en vias de
desarrollo. Su frecuencia en paises desarrollados es menor. Acontecen en verano y
sobre todo en menores de 2 afios. Es la responsable de la conocida diarrea del viajero.

Las cepas enterotoxigenas pueden producir los dos tipos de enterotoxinas (TL o
TS) o sélo una de ellas, debido a la presencia de plasmidos Ent. Estas cepas ademas,
presentan fimbrias con adhesinas MR (denominadas factores de colonizacion en las
cepas humanas), especificas de especie, que facilitan la adherencia. La mayoria de las
cepas enterotoxigenas producen ambos tipos de toxina y el 70% presentan fimbrias MR.

La ingesta de una dosis elevada de estos microorganismos (107-10°) bien con el
agua o bien con los alimentos facilita su adherencia (factor de colonizacion o fimbrias
MR) a las microvellosidades de las células epiteliales del intestino delgado, la toxina
producida se fija en el receptor celular estimulando la adenilciclasa, que por via del
AMP ciclico produce un aumento de secrecion de liquido y electrolitos (cloro y sodio) a
la luz intestinal (86). El resultado serd un cuadro de diarrea leve, moderada o grave (de
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tipo coleriforme). Generalmente este cuadro es de resolucion espontdnea no precisando
tratamiento antibiotico.
3. Escherichia coli enterohemorragico.

El serotipo O 157 H7 es productor de una citotoxina para las células Vero
(Verotoxina) que parece semejante a la producida por S. Dysenteriae, que tiene accion
sobre las células endoteliales de los vasos sanguineos. La Escherichia coli
enterohemorragica se ha asociado al sindrome hemolitico-urémico en los nifios.

4. Escherichia coli enteroinvasivo.

Estas cepas que se demuestran raramente en los paises desarrollados, tienen la
capacidad de penetrar e invadir las células del epitelio intestinal, produciendo diarrea de
tipo disenteriforme semejante a la producida por Shigella. Los serogrupos que con mas
frecuencia se han aislado son el 124 y 164, los cuales presentan caracteres atipicos (son
inmoviles, no fermentan la lactosa o lo hacen muy lentamente y no producen gas ni
lisin-descarboxilasa) y antigenos comunes con Shigella.

Infecciones extraintestinales.

Escherichia coli puede producir infecciones oportunistas fuera del tubo digestivo
siempre que concurran factores predisponentes como: obstrucciones o estasis de vias
urinarias o biliares o ante una disminucion de los mecanismos de defensa como ocurre
en el recién nacido (especialmente en el prematuro), enfermedades cronicas, tumorales,
edad avanzada, terapias con corticoides y citostaticos. Especial atencion merecen las
meningitis y sepsis neonatales, que se presentan en recién nacidos y prematuros en el
principio de la vida, producidas con mas frecuencia por Escherichia coli K1. Entre las
patologias mas habituales destacan:

a) Esuna de las causas mas frecuentes de infeccion urinaria.

b) Estd implicada en infecciones biliares (colecistitis), peritoneales (peritonitis,
abscesos abdominales), y meningeas (meningitis).

c¢) Infeccion de heridas (abscesos) y mucosas (otitis, sinusitis).

d) causa procesos generalizados, bacteriemias y sepsis.

Diagnostico bacterioldgico.

El método empleado es el de la tincion de Gram. Se aplica sobre la muestra que
se ha recogido previamente, y se observan bacilos gramnegativos. Si la muestra es de
heces, eventualmente se observara la existencia de pus (leucocitos polinucleares),
indicando la presencia de bacterias invasivas. El cultivo se realiza en placas de agar-
sangre o en medios diferenciales poco selectivos (EMB, MacConkey), seleccionando
las colonias que fermentan la lactosa para proceder a continuacion a su identificacion
por pruebas metabolicas. Los métodos de tipado seroldgico que identifican los
antigenos O y K se usaran para reconocimiento de las cepas.

Tratamiento.

Las formas benignas de enterocolitis por Escherichia coli no requieren
tratamiento. Las formas graves por Escherichia coli enteroinvasora se pueden
beneficiar de la antibioterapia. Ante una infeccion urinaria es fundamental establecer la
sesibilidad del microorganismo, los factores predisponentes y la topografia de la
infeccion (cistitis o pielonefritis). La amoxicilina, el cotrimoxazol, las quinolonas y los
aminoglicosidos, cuando son activos — vitro”, son clinicamente muy eficaces (85).
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5.5. Neisseria meningitidis. Caracteristicas del microorganismo.

Fue aislada por primera vez en Viena por el anatomopatdlogo Anton
Weichselbaum (1845-1920) en 1887 a partir del LCR de pacientes con meningitis y lo
denominé Diplococcus intracellularis meningitidis (85). Junto con la N. Gonorrhoeae o
gonococo constituyen las dos inicas patégenas humanas de este género.

Este microorganismo es el productor de la actual meningitis meningococica, una de las
enfermedades que mas alarma ha levantado entre la poblacion por su alta mortalidad y
morbilidad.
Morfologia.

Neisseria meningitidis pertenece al género Neisseria, son cocos gramnegativos,
inmoviles, que crecen habitualmente en parejas, aunque a veces lo hacen en tétradas o
racimos (84). Taxondmicamente pertenecen a la familia Neisseriaceae, que también
incluye los géneros Moraxella, Acinetobacter y Kingella (85). Tiene un tamaio
aproximadamente de 0,8 um y recién aislados del enfermo poseen pili (84). Posen
ademads una capsula de polisacarido que permite la clasificacion en diversos serogrupos
denominados A, B, C, D, X, Y, Z,29E, W135, H, I, K y L.

Epidemiologia.

Las infecciones por N. meningitidis constituyen ain un problema de salud
mundial de gran magnitud por su morbimortalidad. Aun haciendo una terapia correcta,
la mortalidad se produce en 5 de cada 100 nifios menores de 3 afios y en 10-15 de cada
100 adultos. Esta mortalidad es variable en funcion de los distintos serogrupos, siendo
las cepas del serogrupo A las que han ocasionado la mayoria de las epidemias
importantes. Las cepas de los grupos B y C originan casi siempre enfermedad endémica,
aunque a veces son causa de brotes epidémicos. El resto de los serogrupos son con
menor frecuencia productores de enfermedad, encontrandose de forma habitual en los
cultivos nasofaringeos. En Espafia, el protagonismo en las infecciones meningocdcicas
se lo ha llevado el serogrupo B, aunque en la el momento actual estamos asistiendo a un
incremento de las infecciones producidas por el serogrupo C, constituyendo ya un 30%
del total, frente a un 60% de las originadas por el serogrupo B.

Esta infeccion es mas frecuente en nifios, siendo la causa mas importante de
meningitis purulenta en el grupo de edad de 6 meses a 5 afios, con una incidencia mas
elevada en el primer afio de vida (aunque durante los tres primeros meses hay todavia
suficientes anticuerpos maternos como para conferir proteccion). La via respiratoria a
través de la inhalacion de las microgotas suspendidas en el ambiente de individuos
infectados constituye la via de transmision, requiriéndose un contacto intimo y un
déficit de anticuerpos protectores para el desarrollo de la enfermedad. No obstante, el
habitat natural del meningococo es la mucosa de personas sanas, normalmente
asintomaticas, denominadas portadores.

Metabolismo.

Su crecimiento se ve favorecido en condiciones aerobias en presencia de un 5-
10% de CO; y una humedad relativa del 50%. Sus requerimientos nutritivos son
complejos, constituyendo la sangre calentada a 80-90 °C para formar agar chocolate, un
medio muy adecuado para su crecimiento. Son incapaces de crecer a T* ambiente siendo
su T* 6ptima de crecimiento de 36-37 °C. Las cepas se conservan mejor por congelacion
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o liofiliacion. El hecho de que las colonias se tornen, primero rosadas y después negras,
cuando son sometidas a la acciéon de una solucion de dimetilo de tetrametil-p-
fenilenendiamina al 1%, le da la condicion de oxidasa-positivos.

Estructura. Antigenos.

Como todas las bacterias gramnegativas el meningococo posee una pared celular
rodeando a la membrana citoplasmica, compuesta por una capa rigida de peptidoglicano
y una membrana externa (85).

La mayoria de los meningococos poseen una capsula polisacarida que estd
situada por fuera de la membrana, rodedndola. El &cido N-acetil-neuraminico,
componente comun de los eucariotas, se ha encontrado en bacterias, observandose solo
en la capsula meningococica y en la capsula quimicamente relacionada de Escherichia
coli K;.

La adherencia a las células epiteliales de la mucosa y endoteliales en el sistema
nervioso central estd mediado en el meningococo por los pili o proyecciones
filamentosas de naturaleza proteica (pilina). La variabilidad de la secuencia de la pilina
radica principalmente en la mitad carboxi-terminal de la molécula, para la que el
genoma contiene muchas secuencias incompletas, las cuales, a través de la conversion
genética son recombinadas en la copia que serd expresada, y si la nueva pilina puede
ensamblarse para formar pili, se produce una variante antigénica (84).

El lipopolisacarido se denomina lipooligosacarido (LOS), por contener cortas
cadenas de azlicares (glucosa, galactosa, acido 3-ceto-2-desoxioctanoico, glucosamina,
galactosamina y etanolamina en diferentes proporciones, dependiendo del serotipo). El
suero humano en condiciones normales, contiene habitualmente anticuerpos IgM frente
al LOS, con capacidad para producir bacteriolisis dependiente del complemento.

La membrana externa del meningococo continuamente estd produciendo y
liberando al medio, vesiculas ricas en endotoxina de gran importancia en la virulencia
de esta bacteria. La N. meningitidis posee cinco proteinas de membrana externa (OMP).
Las OMP de clase 2 y 3 definen el serogrupo de la cepa y la clase 1 el subtipo. Estas
tres proteinas son estructurales y actian como porinas transportando moléculas fuera y
dentro de la célula bacteriana (85).

Patogenia.

Los meningococos de los grupos A, B y C son los mds patdgenos y los que se
aislan con mas frecuencia a partir de los casos de enfermedad meningococica teniendo
importancia la combinacidn del serotipo con el serogrupo; Asi, el serotipo 2 combinado
con el segrupo B es muy patogeno y se encuentra en el 50% de las meningitis
producidas por el grupo B (86). Los antigenos responsables de la virulencia estdn
asociados con las fimbrias, cdpsula y membrana externa. Las fimbrias y algunas
proteinas de la membrana externa facilitarian la fijacion de las células de la mucosa y la
colonizacion del tracto respiratorio; a la cépsula se le relaciona con la capacidad de
invasion por su resistencia a la accién bactericida del suero y propiedades
antifagocitarias y finalmente, las vesiculas localizadas en la membrana externa que se
liberan al medio contienen proteinas y endotoxinas responsables de su accion toxica.

Entre los cuadros clinicos producidos por la N. meningitidis se encuentran:
¢ Rinofaringitis: es el cuadro mas frecuente.
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e Sepsis meningocdcica: a veces presenta un curso fulminante (Sindrome de
Waterhouse-Friederichsen) con colapso vascular por hemorragias masivas y
bilaterales de las glandulas suprarrenales.

e Meningitis purulenta.

e Ocasionalmente producen: otitis, artritis, conjuntivitis purulenta y neumonia.

Inmunidad.

La mayoria de los adultos tienen anticuerpos protectores frente a la enfermedad
meningocécica. Estos se producen al cabo de una semana de iniciarse el estado de
portador meningocdcico y estan dirigidos no sélo contra los polisacéaridos especificos de
los grupos capsulares, sino también contra otros antigenos de superficie, incluyendo las
proteinas LOS y de membrana externa. Esta inmunidad se consigue tras un contacto
anterior con una cepa no encapsulada, con una cepa encapsulada de baja virulencia, con
un organismo relacionado no virulento o tras una reaccion cruzada al polisacarido de
otro origen. El antigeno capsular K92 de Escherichia coli reacciona de forma cruzada
con el polisacarido del grupo C, y el de Escherichia coli K1 es indistinguible del
polisacarido del grupo B (84). Las meningitis meningocdcicas de repeticion ocurren
frecuentremente cuando hay un déficit de los componentes finales del complemento,
C5,C7yCs.

Diagnéstico de laboratorio.

Ante una meningitis se obtendra liquido cefalorraquideo (LCR) por punciéon
lumbar dividiéndose en dos partes: la 1 se centrifuga y del sedimento se obtendra un
frotis al que se le aplicard la tincion de Gram, la cual revelard la presencia de
abundantes leucocitos polinucleares y escasos diplococos gramnegativos extra o
intracelulares.

En el sobrenadante se determinara la albimina que estard aumentada y la
glucorraquia que de forma caracteristica estard baja. Asi mismo puede demostrarse la
presencia del polisacarido capsular mediante reacciones de inmunodifusion o
contrainmunoelectroforesis. Con la 2* muestra se realizaran siembras en placas de agar-
sangre y agar-chocolate (agar-sangre calentado) o en medio de Miieller-Hinton,
préviamente calentado a 37 °C, que se incuban a 36 °C en camara hiimeda con un 10%
de CO,.

Ante una sepsis se realizarda un hemocultivo, pudiéndose aislar también el
germen en el aspirado de los elementos petequiales.

Las colonias que crecen en agar sangre son lisas y transparentes, de 1-2
milimetros de didmetro, no hemoliticas, dan la reaccion de la catalasa y de las oxidasas
adquiriendo un color negro purpura caracteristico en contacto con una solucién de
tetrametilparafenilendiamina. La N. meningitidis descompone la glucosa y la maltosa
por oxidacién, no fermenta la lactosa (ONP-) y no reduce los nitratos.

Tratamiento.

Los antibioticos de eleccion son la penicilina y la ampicilina por su excelente
actividad intrinseca y su buena penetracion en meninges inflamadas. Las sulfamidas y el
cloranfenicol son muy sensibles y penetran bien la barrera hematoencefalica, sin
embargo no son de eleccion, las sulfamidas por su elevado porcentaje de cepas
resistentes y el cloranfenicol por su accidn toxica.
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Tabla 5.2.
N. meningitidis. Composicion del polisacarido capsular.

Serogrupos Composicion
A Fosfato de N-acetil-3-0-acetilmanosamina (o 1-6)
B Acido N-acetilneuraminico (o 2-8)
c’ Acido N-acetil-y-O-acetilneuraminico (o 2-9)

C Acido N-acetil-neuraminico (o 2-9)

D No se conoce

X Fosfato de N-acetil-glucosamina (a 1-4), glucosa (o 2-6)

Y Acido N-acetil-neuraminico, glucosa (o 2-6)

Z No se conoce

7’ (29E) Acido 3-deoxi-D-mannooctulosénico
N-acetilgalactosamina (§ 2-3)

W135 Acido N-acetil-neuraminico (o 1-4), galactosa (o 2-6)

5.6. Radicales libres.

Es evidente el interés creciente de los radicales libres y los antioxidantes tanto en
el ambito social como en el de la salud, existiendo en la actualidad una Sociedad
Internacional para el estudio de los radicales libres y del oxigeno, cuyas publicaciones
recoge periddicamente la revista Free Radical Biology et Medicine. La importancia de
los radicales libres (RL) se debe a su implicacion en procesos patologicos en el campo
de la psiquiatria, neurologia, cardiologia, oftalmologia, neumologia, gastroenterologia,
nefrologia, endocrinologia, dermatologia y gerontologia.

La homeostasis celular se mantiene, gracias al equilibrio que guardan entre si
diversos mecanismos biofisicos, bioquimicos y agentes externos, lo cual conduce a la
salud celular y del organismo en su conjunto. Cuando se produce una lesion celular,
aunque no siempre es posible encontrar el punto donde se ha producido el dano celular,
se sabe que son fundamentalmente cuatro los sistemas celulares bésicos especialmente
vulnerables: la membrana celular, la respuesta aerdbica, la sintesis de proteinas y el
aparato génico de la célula. En los organismos eucariotas, el oxigeno (O,) constituye
una de las principales vias generadoras de energia, dependiendo de su metabolismo la
formacion de las moléculas de ATP.

El oxigeno cuya accion beneficiosa para la vida es indiscutible, puede por el
contrario perjudicarla, convirtiéndose en un elemento toxico que puede provocar la
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muerte. La toxicidad del O, es debida a la produccion de RL, moléculas lesivas para la
célula, cuya fuente principal es el O,, aunque pueden ser generadas por distintas
moléculas organicas e inorgéanicas.

La célula dispone de mecanismos de control antioxidantes, que neutralizan los
RL, capaces de mantener un equilibrio con el estrés oxidante, evitando de esta forma su
lesion. No obstante, ante estados o circunstancias patologicas como irradiacion, drogas,
hipoxia mantenida, etc. Pueden no ser suficientes estos mecanismos neutralizadores,
produciéndose entonces una alteracion celular reparable o irreparable. Ademas, los
mecanismos de oxidacion son utilizados por el organismo como defensa frente a las
infecciones por diversos microorganismos que a su vez han desarrollado en algunos
casos mecanismos adaptativos a niveles de oxidacion a priori lesivos.

Algunos autores han definido a los RL como cualquier sustancia (molécula o
dtomo) capaz de una existencia independiente, que contiene uno o mds electrones no
apareados en su ultima orbita electronica (numero impar de electrones) (87). Pueden
estar cargados positiva o negativamente, o bien ser eléctricamente neutros. El estrés
oxidativo se produce cuando los radicales libres reaccionan con moléculas de su
entorno, que se dafian en funcion de su mayor o menor grado de reactividad. Esta
reactividad le viene al radical libre de la existencia de un electrén no apareado, lo cual
implica una tendencia a ganar o ceder rapidamente un electrébn para conseguir su
estabilidad. Este hecho le confiere un gran poder para oxidar moléculas bioldgicas como
las proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos.

Siempre que un radical cede un electron, toma un electrén o simplemente se une

a una molécula no radical, ésta se transforma en radical (88).
Un radical libre puede convertirse en estable cuando capta un electrén de una molécula
diana, pero a cambio ha creado un nuevo radical libre (Figura 5.1), el cual puede tener
una reactividad alta afectando a otras células diana y dando lugar con ello a una
reaccion en cadena, o una reactividad baja, quedando interrumpida la cadena. En caso
de unidén de dos radicales, ambos desapareceran como tales (87).

Electron
No pareado Oxidado Reducido
OO0 @) @)
Transferencia
+ " +
de electrones
Diana Radical libre

Figura 5.1. Representacion esquemdatica de la reaccion de un radical libre con una
molécula.

Con el nombre de “especies reactivas de oxigeno” (ERQO), se conocen a los
radicales libres derivados del oxigeno; éstos tienen un papel fundamental en los
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procesos fisioldgicos y patologicos y son: anion superoxido (O;), peroxido de hidrégeno
(H,0,) y radical hidroxilo (HO).
El proceso de formacion de los radicales libres en los diversos procesos biologicos es
continuo, bien sea de forma “accidental”’, como ocurre cuando hay escape de electrones
de las cadenas de transporte mitocondriales o autooxidaciones, o bien de forma
“fisiologica”, como sucede durante la activacion de fagocitos o, en menor grado, por
células diferenciadas tipo fibroblastos o linfocitos (89).

Sabiendo que los radicales libres se estan formando continuamente es evidente
que el organismo debe de disponer de un sistema adecuado para evitar la oxidacion, y
una vez que ha ocurrido ésta, reparar este dafio oxidativo producido por los radicales
libres (90).

5.6.1. Radical Superoxido (O;" ).

Es un radical libre que se forma tras una reduccion monovalente o
monoelectronica del oxigeno molecular.

O,+e—>0"

Es conocida su implicacién en diversos procesos citotoxicos, a pesar de ser
una especie menos reactiva que otros radicales (91). Su actuacion no es directa, sino que
se comporta como fuente de H,O, u otros radicales libres y como reductor de iones
metalicos de transicion (92).

Tabla 5.3.
Algunos radicales libres y su blanco bioldgico tipico.

Radical Nombre Vida media Blanco biolégico
0," Superoxido 1075 Enzimas
H,0, Peréxido de hidrégeno Estable Acidos grasos insaturados
HO’ Radical hidroxil 107, Todas las moléculas
R R-ilo 1075 Oxigeno
RO’ R-oxilo (alcoxilo) 107°, Acidos grasos insaturados
ROO’ R-dioxilo (peroxilo) 7s Acidos grasos insaturados
ROOH’ Hidroperéxidos Acidos grasos insaturados
'Oz Singlete de oxigeno 107 65 H,O
HOCL Acido hipocloroso Estable Distintas moléculas
NO’ Radical de 6xido ~1, Distintas moléculas

nitrico

Los radicales superoxido se producen en numerosas reacciones enzimaticas y no
enzimaticas, aunque parece que su principal fuente de formacion tiene lugar en la
cadena mitocondrial de transporte de electrones. Otras fuentes de produccion son las
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reacciones catalizadas por la xantino-oxidasa y la aldehido-oxidasa, el escape de
electrones del citocromo Psso en el reticulo endoplasmatico hepatico, o en la
autooxidacion de moléculas como hemoproteinas, hidroquinonas, catecolaminas,
ascorbato, tioles, etc. (93).

El anién superoxido puede transformarse en radical perhidroxilo (HO,") cuando
el pH es bajo. Este nuevo radical es mdas reactivo y tiende a reaccionar con
lipoperoxidos ya formados originandose radicales peroxilo. Esta transformacion,
cuando el pH es fisiologico se produce en una proporcion muy inferior (<1%) (92).

5.6.2. Peroxido de hidrégeno (H,0,).

Se trata de un metabolito del oxigeno intracelular que se forma, bien por una
dismutacion del anion superdxido, catalizada por la superdxido dismutasa (SOD) (a), o
directamente por reduccion bivalente del oxigeno (b).

(a) 2 0,” +2H" —SOD— O, + H,0,

(b) O, +2¢ + 2H  —SOD— H,0,

El perdxido de hidrogeno no es un radical libre en sentido estricto, ya que carece
de electrones desapareados (94); sin embargo, esta incluido en el grupo de “especies
reactivas del oxigeno” debido a su capacidad para atravesar membranas bioldgicas y de
generar (en presencia de iones metalicos de transicion o de oxigeno) el radical hidroxilo
(OH).

En condiciones fisiologicas la principal fuente de produccién de perdxido de
hidrégeno son las mitocondrias (produciéndose el 15% del total en el higado) y en
segundo lugar, los peroxisomas y el citosol celular (35% y 5%, respectivamente) (95).
Aunque la reactividad quimica del anion superdxido es limitada, el H,O, puede
atravesar sin dificultad las membranas bioldgicas, llegando a producir lesiones
oxidativas en macromoléculas, distante de su lugar de produccion (94). Algunos
estudios ponen de manifiesto que la accion citotoxica del H,O, no se produce
directamente, sino a través de sustancias de mayor reactividad, originadas a partir del
H,0, y otro agente reductor, como el O™ 0 un i6n metélico como el Fe*" .

5.6.3. Radical Hidroxilo (OH").

Es el radical mas reactivo entre las especies oxigénicas que se conocen, y puede
reaccionar de forma directa con cualquier molécula bioldgica. De hecho, la
citotoxicidad de los radicales O, y H,O, radica, como ha quedado expuesto
anteriormente, en la produccioén de este radical, ya que estas moléculas presentan una
reactividad limitada. La reactividad del (OH") es alta e indiscriminada, considerandose
que es uno de los principales iniciadores de la peroxidacion lipidica (96). Este radical
surge de la descomposicion del peroxido de hidrogeno en presencia de metales de
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transicion, como el hierro (Fe*") y el cobre (Cu2+) (97). Cuando es el hierro el que
participa en la produccion del (OH"), tiene lugar la reaccion de Fenton:

Fe*" + H,0, —» OH + OH" + Fe*"

La reaccion de Haber-Weiss, conocida en algunos casos como ‘“‘reaccion de
Fenton conducida por el O, consiste en la produccion de hidroxilo, inducida por el
anion superoxido (92).

0, +H,0,— Mn"—>OH +OH + 0,

La reaccion de Haber-Weis, se puede entender como el resultado de la union o
colaboracion de la reaccion de Fenton con la capacidad del anién superdxido para
reducir metales i6nicos de transicion.

FG?’Jr =+ 02'_ — 02 + Fe%

Otras fuentes de produccion del radical hidroxilo son:
- Fision del agua provocada por exposicion a radiaciones ionizantes.
- Fotones del peroxido de hidrégeno.
- Reduccioén del ozono por transferencia electronica.
- Interacion radical-peroxidos organicos.

5.6.4. Oxigeno Singlete ('0,).

Aunque no es un radical propiamente dicho, es una de las principales especies
junto con el radical hidroxilo, capaz de reaccionar directamente con macromoléculas
como los acidos grasos (98). Se produce principalmente, cuando ciertos compuestos
absorben luz al ser iluminados en presencia de oxigeno, adquiriendo de esta forma un
estado de excitacion electronica, transfiriéndose este exceso de energia al oxigeno y
transformandose en oxigeno singlete (99).

Compuesto —luz— compuesto’ (excitado)

Compuesto + 0, — 102 + compuesto
p p

Esto es lo que le sucede a colorantes tales como la eosina, a determinadas drogas
como las tetraciclinas y a sustancias que se encuentran en el organismo, como las
porfirinas, rivoflavinas y bilirrubina. Una segunda via de produccion del oxigeno
singlete es la reaccion entre perdxidos, siendo baja la probabilidad de colision. Por
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ultimo, Kanosfky y Sima (100), han encontrado que otra forma de produccion de este
radical consiste en la interaccidon del ozono con ciertas moléculas biologicas.

5.7. Fuentes de produccion de radicales libres.

La formacion de RL, puede acontecer de forma fisioldgica o patologica,
utilizando diversos mecanismos (Tabla 5.4).

Tabla 5.4.
Procedencia del estrés oxidativo.

FUENTE MECANISMO

Transporte mitocondrial Superoxidos por reduccion ineficiente de O,
De electrones

Metales i6nicos Cu""y Fe"" facilitan radicales hidroxil
Células inflamatorias Radicales libres por fagocitos activados
Enzimas (xantina oxidasa) Reperfusion de tejidos isquémicos

Drogas (paraquat, Intermediarios metabodlicos

Adriamicina, paracetamol)

Humo cigarrillos Fase gaseosa rica en radicales libres
Radiacion Rayos X, luz ultravioleta

5.7.1. Cadena de transporte de electrones mitocondriales.

Se considera como la mayor fuente formadora de RL. El 90-95% de todo el
oxigeno que llega a la mitocondria es metabolizado a agua a través de la via de la
reduccion tetravalente, sin formacion de intermediarios toxicos.

Oz + 4-H+ = 2H202

Queda un 5-10% de oxigeno que sufre una reduccion monovalente por
electrones procedentes de los transportadores de la cadena que escapan al control de la
misma (95), dando lugar a la formacion de anion superoxido, el cual rdpidamente se
dismuta (por accion de la superoxido dismutasa) a peroxido de hidrogeno (101) con la
consiguiente formacion posterior de radical hidroxilo mediante reaccion de Fenton o de
Haber-Weiss.

Se sabe que la produccion de superdéxido aumenta en las siguientes situaciones:

- Ante el incremento en la concentraccion o consumo de oxigeno, como sucede en la
actividad fisica, en la que el consumo de oxigeno puede verse incrementado unas
10-40 veces en relacion al estado de reposo (102).
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- Cuando la cadena de transporte de electrones estd completamente reducida, como
sucede durante los periodos de isquemia y reperfusion (93).

5.7.2. Sistema xantino-oxidasa.

La xantino oxidasa es la enzima que se encarga de catalizar la oxidacion de
hipoxantina a xantina y de ésta a acido urico, acoplando a dicha oxidacion una
reduccion monovalente del oxigeno molecular, con la consiguiente formacion de anidon
superoxido. Cuando los mecanismos homeostaticos celulares se alteran, como sucede en
situaciones de isquemia, se puede producir aumento del Ca®" citosolico. Esta situacion
provoca la activacién de enzimas dependientes del calcio como las proteasas (103).
Como resultado se produce un incremento proporcional de la conversion de xantina
deshidrogenasa a xantina oxidasa, motivado tanto por el incremento de los niveles de
Ca”" intracelular como por la activacién de determinadas proteasas (104). La xantino-
oxidasa puede resultar inhibida por allopurinol o por 2-amino-4-hidroxil-6-
formilpteridina (pteridil-aldehido) (90).

5.7.3. Metabolismo del acido araquiddnico.

El acido araquidonico (Cyo: 4n6) es un acido graso insaturado de cadena larga
que tiene cuatro dobles enlaces. La mayoria de las prostaglandinas y tromboxanos se
sintetizan a partir de este compuesto, pudiendo ser ésta una fuente de produccion de
radicales libres a nivel del endotelio vascular. El acido araquidénico se produce tras la
activacion de fosfolipasas calcio-dependientes que acontece como consecuencia del
aumento de Ca”" intracelular en situaciones fisiologicas, como sucede durante los
episodios de isquemia. Por la via ciclooxigenasa, el 4cido araquiddnico sufre una
primera oxigenacion mediante la cual se origina la prostaglandina G, (PGG;) que, mas
tarde y mediante la accion de la prostaglandina H,-sintetasa, se convierte en
prostaglandina H, (PGH,). Es en esta ultima etapa y en presencia de NADH o NADPH,
donde se puede generar O, ~ (105). La sintesis de oxigeno singlete ('O,) se lleva a cabo
a través de la via lipooxigenasa (106). Por ambas vias se pueden formar perdxidos
intermedios que, junto con los radicales libres, pueden incrementar el dafio en
situaciones patoldgicas (107).

5.7.4. Formacion de radicales libres por células fagociticas.

Las células fagociticas generan radicales libres, por el solo hecho de tener una
actividad bactericida. El lugar de formacién de estos radicales libres se encuentra
ubicado en el entorno de la membrana plasmatica que envuelve la bacteria, lo cual hace
bastante facil el escape de alguno de los RL, entre los que se encuentra el anion
superoxido (Oy"). Este tltimo se puede originar también de la oxidacion espontanea de
las flavinas reducidas y de las catecolaminas. Neutréfilos, eosinodfilos y fagocitos
mononucleares poseen en su membrana el sistema flavoproteico citocromo bysy
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NADPH-oxidasa. El denominado -estallido respiratorio” es el incremento en el
consumo de oxigeno que se produce durante la actividad fagocitaria, siendo la mayor
parte del mismo utilizado en la produccion de O, ™ derivado de la sintesis de NADPH a
partir de hexosas monofosfato (108).

Glucosa-6-fosfato— NADPH— O, — H,0,

La mieloperoxidasa que se encuentra en las células fagociticas presenta una
actividad enzimatica altamente microbicida. Esta enzima, tras ser activada por el H,O,
(que ha sufrido una dismutaciéon por el anién superdxido), oxida el CI” produciendo
acido hipocloroso (HCIO), que a su vez oxida los grupos sufhidrilo ("SH) (107). Una
deficiencia congénita de esta enzima (Enfermedad Granulomatosa Cronica) favorece la
aparicion de infecciones de repeticion.

H,0, + CI"+ H" — CIOH + H,0O

El pH existente en situaciones de inflamacion y fagocitosis facilita la liberacion
de iones metalicos, conduciendo a la formaciéon de radical hidroxilo en los
fagolisosomas por la clasica reaccion de Fenton (109).

El éxido nitrico (NO"), radical formado durante la fagocitosis, produce un efecto
citotoxico en la defensa contra células tumorales, hongos, pardsitos, protozoos,
helmintos y micobacterias (110). Este radical libre al reaccionar con el O, produce
peroxinitritos que daran lugar por descomposicion al OH'. Durante la fagocitosis, el
dafio oxidativo producido sobre las membranas por escape de radicales libres se acentia
por un incremento en el metabolismo del acido araquidénico, cuya liberacion de las
membranas aumenta durante el citado proceso de fagocitosis.

5.7.5. Metales ionicos y produccion de radicales libres.

Algunos radicales libres como el anion superoxido (O,") y el peroxido de
hidrogeno (H,0,), aunque poseen una baja reactividad directa sobre macromoléculas,
pueden dar lugar a otros radicales mdas reactivos como el radical hidroxilo (OH")
requiriendo para ello la presencia de metales de transicion, principalmente hierro (Fe*")
y cobre (Cu™™) (111). La generacién de OH' a partir del hierro (Fe*") se produce
mediante la reaccion de Fenton, en la cual son necesarios agentes reductores como el
ascorbato y el anion superéxido, para oxidar el ion férrico (Fe*"), que no es reactivo
con el peroxido de hidrogeno (H,0,), a ferroso (Fe*").

Fe’" + Ascorbato — Semihidroascorbato + Fe?*

Fe* + 0, — 0, + Fe*'
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El cobre es otro i6n metalico que se utiliza con frecuencia in vitro y que produce
mayor dano a bases del DNA que el hierro, debido a su mayor capacidad para la
formacion de especies reactivas del oxigeno. Estos iones se encuentran almacenados en
el organismo y son transportados por proteinas especiales; de esta manera, el hierro
—Jibre” se transporta como transferrina y se almacena como ferritina y hemosiderina.
Desde estos reservorios y ante situaciones de estrés oxidativo se pueden liberar iones
metalicos.

5.7.6. Citocromo P450,

El sistema NADPH/NADPH citocromo P45y reductasa/citocromo P4so puede
reducir compuestos generando radicales libres. Un ejemplo de este proceso es la
eliminacion de alcoholes como el etanol por el citocromo Pssp dando lugar a la
formacion de hidroxietileno a nivel hepatico (112).

5.7.7. Contaminantes atmosféricos y radiaciones ionizantes.

Tanto la inhalacion del aire que respiramos y poluciones medioambientales
como el humo del tabaco contienen una serie de radicales libres como el dioxido de
nitrégeno, ozono, didxido de azufre, 6xido de nitrogeno, 6xido nitrico, etc., que en altas
concentraciones pueden producir lesiones caracteristicas en el tracto respiratorio. Por
otro lado, algunos 4tomos y moléculas, como el oxigeno, pueden ser activadas por la luz
solar (en su espectro visible e invisible) y las radiaciones ionizantes hasta un estado de
excitacion. Un electron apareado del orbital completo salta a un orbital mas externo
(singlete excitado) y al cambiar su espin se transforma en un triplete excitado, que ya es
un radical libre.

5.8. Estrés oxidativo.

Se conoce como estrés oxidativo al dafio producido por los radicales libres que
de forma continua se producen en el organismo. Muchos de estos radicales libres se
sintetizan de forma habitual en el organismo, al estar implicados en vias metabdlicas y
cumpliendo por tanto una funciéon bioldgica, no resultando los mecanismos
antioxidantes efectivos al 100% (99).

En la figura 5.2. queda reflejada la complejidad de las vias por las cuales el
estrés oxidativo provoca toxicidad y muerte celular. La formacion de radicales libres
puede dar lugar a diversas situaciones desfavorables para el organismo, entre las que
cabe destacar:

- Desnaturalizacion de las proteinas presentes en el citosol y las enzimas de
membrana, incluyendo el inhibidor de la alfa 1-proteinasa.

- Liberacion de factores quimiotacticos que provocan la llegada de leucocitos
activados que generan a su vez radicales libres como mecanismo bactericida.
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- Desnaturalizacion del DNA.

- Inicio de la peroxidacion lipidica, provocando un incremento en la permeabilidad de
membranas, alteracion de los canales idnicos, etc. La peroxidacion lipidica genera
hidroperoxidos y aldehidos, produciéndose un dafio de tipo oxidativo a nivel
proteico y del DNA.

De lo expuesto hasta ahora se deduce la necesidad de mantener un equilibrio
entre la formacion de radicales libres y los sistemas de proteccion, con el fin de
neutralizar y/o reparar el dafio producido por estas especies. A este equilibrio se le
conoce como ‘“‘balance oxidativo” y de su mantenimiento se encargan los sistemas
antioxidantes. El “estrés oxidativo” tiene lugar cuando se rompe este equilibrio, bien
por exceso de formacion de radicales libres, o bien por fallo de los mecanismos de
defensa, produciéndose entonces el dafio directo o indirecto sobre el tejido, de mayor o
menor grado, segun la duracion y la naturaleza del sistema estresado (99).

El estrés oxidativo estd presente en una gran variedad de enfermedades,
existiendo opiniones controvertidas sobre si es el estrés oxidativo el causante del daio
celular, o bien es el dafno celular el que, mediante el aumento de los radicales libres
produce el estrés oxidativo; en la actualidad parece prevalecer la primera suposicion
(104).

INTEGRIDAD CELULAR
PROCESOS n - MECANISMOS
METABOLICOS ENZIMATICOS
RL - ESTRES MECANISMOS MECANISMOS

OXIDATIVO ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

CIRCUNSTANCIAS" l

PATOLOGICAS

DANO CELULAR

Figura 5.2. Representacion esquemdtica de la dualidad estrés oxidativo- sistemas
antioxidantes.

5.9. Interacciones entre radicales libres e hidratos de carbono.

Algunos azucares, como la glucosa y el manitol, reaccionan con el OH"
produciéndose su degradacion por estrés oxidativo (autooxidacion) y generandose
nuevos radicales libres. Para ello es necesaria la participacion de un metal de transicion
(cobre, hierro) que catalice la reaccion. De esta forma y con la ayuda del oxigeno, se
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iniciaria la cadena O, " H,0O, — OH’ provocando la aparicion de radicales peroxido a
partir de cualquier cadena carbonada larga (proteinas, lipidos, etc.).

En condiciones fisiologicas, los monosacaridos son capaces de reducir el
oxigeno molecular autooxiddndose y formando -cetoaldehidos e intermediarios
oxidantes como O, ™ en un proceso catalizado por metales de transicion (113). De forma
paralela, la glucosa se uniria a proteinas en los grupos amino terminal, iniciando la
glicacion de las proteinas segun la reaccion de Maillard (97).

Proteinas + glucosa — Bases de Schiff — Productos de Amadori —
Deoxigluconosa — Productos Maillard (productos de gluconacion avanzada)

Todos estos productos poseen una elevada reactividad, lo que conduce a un
trastocamiento en la estructura espacial de las proteinas en presencia de altas
concentraciones de glucosa, produciéndose degeneracion proteica, disfuncion de los
macrofagos, incremento de la peroxidacion lipoproteica, etc., y traduciéndose todo ello
clinicamente en envejecimiento, aterosclerosis, cataratas, etc. (114).

5.10. Interacciones radicales libres y DNA.

El estrés oxidativo acarrea una serie de consecuencias sobre el DNA, tales como
el incremento de mutaciones, entrecruzamientos, roturas espontaneas en las cromatidas
o pérdida de fragmentos cromosomicos (115). Los radicales libres del oxigeno (en
particular el OH") presentan una gran avidez en la fijaciébn a las bases puricas y
pirimidinicas, alterando su estructura. Estos radicales libres junto a los productos de la
lipoperoxidacion producen dafios importantes a nivel del DNA consistentes en:

1. Rotura y alteracion de las bases por hidroxilacion a través del peroxido de

hidrogeno, por la reaccion de Fenton. El OH’, solo o en presencia de H>O,, puede
provocar la rotura del DNA.

2. Produccion de entrecruzamientos entre las bandas de DNA.

El dafio oxidativo sobre el DNA, se puede producir de forma directa, como en el
caso del radical hidroxilo, o bien de forma indirecta, a través de metales de transicion,

como es el caso del peroxido de hidrogeno (H,O;) y del anion superoxido (O, ") en
presencia de metales de transicion, formandose como consecuencia radical hidroxilo. El
dafio indirecto sobre el DNA también puede ser mediado por endonucleasas
calciodependientes (115). La produccion de radicales libres cerca de las mitocondrias,
con la consiguiente lesion del DNA mitocondrial y la pérdida de su capacidad de
regeneracion, se ha seflalado como una de las causas mdas importantes del
envejecimiento. Asi, “el dario del DNA nuclear produciria cancer, y el de las
mitocondrias, envejecimiento”.
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5.11. Interacciones radicales libres y proteinas.

Los radicales libres pueden provocar en las proteinas ataques difusos tras la
exposicion a radiaciones ionizantes, ozono, o los secundarios a la cadena de
propagacion de radicales libres entre los que destaca la [ipoperoxidacion y la
produccion de entrecruzamiento catalitico por parte del malondialdehido (116), dando
lugar a modificaciones generalizadas. Por otro lado, el dafo oxidativo sobre las
proteinas puede ocasionar ataques selectivos, con modificaciones en puntos especificos,
siendo los aminoacidos lisina, histidina, arginina y prolina los mas afectados. Estas
modificaciones se conocen por —exidaciones catalizadas por metales” y los enzimas que
contienen metales de transicion son los que tienen mayor riesgo de suftrir el dafo
oxidativo (117).

5.12. Radicales libres y lipidos.

La peroxidacion lipidica es un proceso autooxidativo iniciado por una variedad
de radicales libres hacia los cuales son susceptibles los acidos grasos presentes en la
membrana (118). Este dafio celular y/o tisular es iniciado por las especies activas del
oxigeno, produciéndose seguidamente una cascada de radicales libres que dan lugar a la
formacion de peréxidos organicos y otros productos a partir de los acidos grasos

insaturados. El proceso de peroxidacion conduce por tanto hacia la formacion de LOO",
endoperéxidos e hidroperdxidos (119).

Los acidos grasos mas susceptibles de ser atacados por radicales libres son los
que tienen mayor numero de dobles enlaces, como el /inoleico (C18:2n6), el
araquidonico (C20:4n6) y el docosahexaenoico (C22:6n3); los acidos grasos
monoinsaturados (como el dcido oleico, C18:In9) son relativamente resistentes,
mientras que los saturados solo son oxidantes bajo condiciones extremas (120).

Entre los productos finales de la peroxidacion lipidica se encuentran los
hidroperéxidos de acidos grasos, metabolitos como los aldehidos malondialdehido
(MAD) y 4-hidroxinonenal, e hidrocarburos de cadena intermedia como el pentano o el
etano.

En el proceso de lipoperoxidacion podemos observar tres fases: iniciacion,
propagacion y terminacion.

Iniciacion: Especies radicales con suficiente poder oxidativo sustraen un atomo
de hidrégeno de un metilo de la cadena del 4cido graso para dar lugar a un radical
lipidico centrado en el carbono (99). Estos radicales centrados en el carbono reaccionan

seguidamente con el oxigeno produciendo el radical lipidico peroxilo (LOQO"), el cual
puede reaccionar con otros acidos grasos comenzando una nueva cadena de oxidacion y
la formacion de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) (120). La presencia de dobles enlaces
en el acido graso facilitard esta pérdida de hidrogeno, ya que el radical formado se
estabiliza deslocalizando el electron desapareado en los dobles enlaces adyacentes
(120). Los metales idnicos de transiciéon, como el hierro se consideran como los
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auténticos iniciadores de la peroxidacion lipidica ya que parecen estar implicados en la
génesis de este proceso.

Propagacion: La propagacion o iniciacion secundaria, consiste en la activacion
de la peroxidacion lipidica por un radical lipidico dando lugar a una cadena de
reacciones autocataliticas. Entre los factores que influyen en la longitud de esta cadena,
se encuentran la proporcion lipido:proteina existente en la membrana (cuanto mayor es
la cantidad de proteinas mayor es la probabilidad de reaccion de un radical), la
composicion de acidos grasos de la misma, la concentracion de oxigeno o la presencia
de antioxidantes (99). Los peroxidos lipidicos son muy inestables en presencia de
metales de transicion como el hierro o el cobre, rompiéndose los hidroperoxidos
lipidicos, con generacion de radicales libres que inician a su vez nuevas cadenas de
lipoperoxidacion.

LOOH + Fe** > LO" + OH" + Fe**
LOOH + Fe** = LOO" + OH" + Fe**

En la practica es dificil distinguir la genuina iniciacidon por complejos metalicos
y las rezcciones dependientes de hidroperoxidos lipidicos preformados.

Reacciones de terminacion: Se producen mediante interaciones radical-radical,
en presencia de reactantes a concentraciones relativamente altas y tienen como finalidad
teminar las cadenas de peroxidacion mediante la formacion de productos no radicales.

L* + L — Producto no radical
LOO" + L" — Producto no radical

La lipoperoxidacion tiene un fuerte efecto destructivo en los seres vivos, bien
por ataque directo a las estructuras de la membrana o bien indirectamente, liberando
productos reactivos (120). La lipoperoxidacion afecta a las propiedades biofisicas de la
membrana, produciendo descenso de fluidez a través de ésta, cambios en las
propiedades de sus fases y disminucion de su resistencia eléctrica. Algunos autores
(121), han observado un incremento en la rigidez de la bicapa fosfolipidica después de
la peroxidacion lipidica. Por otra parte, el entrecruzamiento catalitico causa restriccion
de la movilidad de las proteinas de membrana (122). Tanto la peroxidacion lipidica
como la fluidez de membrana se han implicado en procesos patoldgicos y
patofisiologicos (104;123). Como resultado de estos ataques se alteraria la funcion
principal de la membrana (incluidas mitocondrias y aparato de Golgi), la de actuar
como barrera, produciéndose una pérdida de la homeostasis idnica por la inactivacion
de bombas responsables de mantener dicha homeostasis, y una destruccion del orden
impuesto al metabolismo intracelular, cuyo resultado final es la lisis celular. Se sabe que
diversos agentes son estabilizantes o protectores de las células y organelas de membrana
debido a sus efectos inhibitorios sobre la peroxidacion lipidica (124).
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Los efectos indirectos de la peroxidacion lipidica se deben por un lado a
productos liberados biologicamente activos (como los productos carbonilos) que pueden
difundir a un lugar distinto de donde se han producido. Por otro lado, otros productos
quedan ligados a fosfolipidos manteniendo el proceso lesivo (120).

5.13. Mecanismos antioxidantes.

El sistema de defensa contra el dafio oxidativo provocado por los radicales libres
estd compuesto por multiples antioxidantes con distintas funciones (Tabla 5.3), como la
supresion de la generacion de radicales, su atrapamiento y la reparacion del dafio
producido. Este sistema de defensa esta integrado tanto por enzimas que incluyen la
superoxido-dismutasa (SOD) (citoplasmica y mitocondrial), la catalasa y el ciclo redox
del glutation (GSH) como por compuestos no enzimaticos de caracter hidrofilico o
lipofilico.

Mecanismos enzimaticos:

a) Catalasa. Se trata de una enzima intracelular ferroporfirinica, ubicada
principalmente en los peroxisomas (80%) y en el citosol (20%). Se considera a la
catalasa como el antioxidante celular mas importante. Esta enzima presenta una doble
funcioén catalitica-peroxidica, en cuanto que cataliza la descomposicion de peroxidos de
hidrégeno en agua y oxigeno y produce la oxidacion de donadores de hidrégeno como
el metanol, etanol, o los fenoles con consumo de peroxidos (125), como el H,O; y los
hidroperoxidos alquilo.

HzOz —> 2H20 + 02

ROOH + AH, - ROH + H,0 + A

El predominio de una u otra reaccidon estd en funcion de la concentracion de
donadores de hidrégeno y de la concentracion o produccion de H,O, en el sistema
(125). Entre las investigaciones realizadas a este respecto en el campo de la
microbiologia cabe destacar el estudio llevado a cabo por Archibald, F.S. y col. (126),
sobre la toxicidad del oxigeno y sistemas de defensa enziméticos en la Neisseria,
observando que la mayor tolerancia de N. gonorrhoeae al O, extracelular y H,0,
parecié ser debido a los muy altos niveles constitutivos de actividad peroxidasa y
catalasa combinada con una impermeabilidad celular al O, .

b) Superoxido dismutasa (SOD): Se trata de un grupo de metaloenzimas que
juega un importante papel en el control de los niveles de O,"™ en los compartimentos
celulares (127), ya que acelera la dismutacion espontanea de O, ™ hacia H,O, y O,.
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0,7+ 0, +2H" - 0, + H,0,

Segin su localizacion en la célula y los metales que contienen, se pueden
diferenciar tres grandes familias de SOD: las superoxido dismutasas-cobre/cinc-
dependientes o citoplasmicas (Cu, Zn-SOD) y las manganeso-dependientes o
mitocondriales (Mn-SOD) cuya localizacion es intracelular, y una intracelular (Esc-
SOD) (127). Su mecanismo de accidn se adapta a la siguiente ecuacion:

SOD-MN + O,"~ — SOD-Mn"! + O,
SOD-Mn! + 0, + 2H" — SOD-Mn + H,0,

¢) Glutation peroxidasa: Incluye a una serie de enzimas que catalizan la
reaccion de hidroperdxidos con glutation reducido (GSH), originandose glutation
disulfuro oxidado (GSSG) y el producto de reduccion, a hidroperoxidos.

ROOH + 2GSH — ROH + H,O + GSSG

Este enzima es crucial para la inactivacion del perdxido de hidrégeno y de otros
hidroperoxidos de cadena larga, encontrandose en los organismos vivos en dos grandes
grupos: las GPX-selenio dependientes y las GPX-selenio independientes (128). El
primer grupo contiene selenio en su centro activo, esta localizado fundamentalmente en
el citosol (70%) y en menor proporcidon en la mitocondria (30%) y presenta actividad
frente a hidroperdxidos orgénicos y peroxido de hidrogeno, actuando segun la siguiente
ecuacion:

ROOH + E-CysSeH — E-CysSeOH + ROH
E-CysSeOH + GSH — E-CysSe-SG + H,O
E-CysSe-SG + GSH — E-CysSeH + GSSG

Los enzimas selenio independientes que no requieren selenio para su actuacion
presentan una afinidad por peréxido de hidrogeno mas reducida.

d) Glutation reductasa: La glutation reductasa (G-R) cataliza la reduccién de
NADPH dependiente del glutation disulfato oxidado (GSSG), reaccion esencial para
mantener los niveles de glutation reducido (GSH).

NADPH + H" + GSSG — NAD" + 2GSH
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La presencia de GSH es clave en los procesos de 6xido-reduccion, actuando
asimismo en los procesos de detoxicacion y en otras funciones celulares de gran
importancia (129). La actividad enzimatica de la glutation reductasa permite mantener
un elevado balance entre GSH/GSSG, necesario para detoxificacion de peroxido de
hidrogeno (molécula muy permeable a través de la doble capa de fosfolipidos de las
membranas celulares) y de otros agentes toxicos.

Mecanismos antioxidantes no enzimdaticos:

Entre ellos cabe citar las vitaminas E y C, los beta-carotenos, el acido urico, la
ceruloplasmina, la transferrina, la taurina, quelantes de metales pesados, taninos,
alcaloides de Gingko Biloba, selenio, lactoferrina, tioxantina, hidroxantina, y los acidos
nordihidroguayarético y tiazolidincarboxilo, entre otros compuestos.

a) Vitamina E (alfa-tocoferol): Su estructura quimica es la de una molécula de
tocol (figura 5.3), constituida por un nucleo hidroxicromona al que se une una cadena
de fitilo. Las ocho formas isoméricas existentes se dividen en dos grupos segin la
posicion de los grupos metilo en el anillo, cuatro con una cadena saturada de fitilo (alfa,
beta, gamma y delta-tocoferol) y cuatro con una cadena de fitilo con dobles enlaces en
la posicion 3°, 7 y 11’ (alfa-, beta-, gamma, y delta-tocotrieno).

Las formas isoméricas son las mas activas del a-tocoferol, al cual se le considera
como el antioxidante soluble en lipidos mas efectivo de la naturaleza (130).

CH, + RADICAL ®

CH, + RADICAL - H

Figura 5.3. Esquema de la estructura de la vitamina E (imagen superior) y del radical
fenoxilo (imagen inferior) formado tras la neutralizacion de un radical libre.
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El resultado bioldgico de la reaccion presentada en la figura 5.3. es que radicales
organicos reactivos son transformados en radicales menos reactivos. Esta reaccion es
efectiva inhibiendo la cadena de reacciones de peroxidacion en moléculas de acidos
grasos poliinsaturados sobre membranas bioldgicas; este sustrato de la vitamina E con
ser el mas importante no es unico, habiendose descrito su efecto como eliminador de
otros radicales como azida, Br2", tiocianatos y varios radicales fenoxil; estas reacciones
son independientes del pH.

b) Melatonina: La hormona melatonina (N-acetil 5-metoxitriptamina) es una
molécula altamente evolucionada, presente en organismos tan diferentes como las algas
o el ser humano, encontrandose compuestos estructuralmente relacionados en la practica
totalidad de los organismos (figura 5.3) (131). Aunque es sintetizada por un gran
nimero de células y tejidos (132), su sintesis en los mamiferos se lleva a cabo
fundamentalmente en la glandula pineal (133). En el ser humano, la glandula pineal se
encuentra localizada en el centro del cerebro, detras del tercer ventriculo y tiene dos
tipos de células: los pinealocitos, que predominan y producen, tanto indolaminas
(principalmente melatonina), como péptidos (arginina-vasotocina), y células
neurogliares. La melatonina se sintetiza a partir de la serotonina y es catalizada por dos
enzimas, la arilalquilamina N-acetiltransferasa y la hidroxiindol-O-metiltransferasa,
que en gran parte se encuentra en la glandula pineal. La sintesis de melatonina se acopla
a un ritmo circadiano, alcanzando sus maximos valores por la noche (134), con un pico
entre las 2 y las 4 a.m., cayendo gradualmente durante la segunda mitad de la noche.
Esta molécula esta implicada en el control de diversas funciones fisioldgicas esenciales,
en relacion con el sistema endocrino y los fenomenos de tipo circadiano y estacional,
fundamentalmente (135). Parece que estas acciones de la melatonina estan mediadas por
receptores de membrana localizados en el nicleo supraquiasmatico (SCN) y en la pars
tuberalis de la hipofisis, respectivamente. Recientemente se han identificado diversas
acciones relacionadas con la respuesta inmune, el envejecimiento (136), el sistema
nervioso (137), la capacidad de crecimiento tumoral (138) y se ha demostrado un efecto
protector del dafio sobre el DNA inducido por carcinégenos quimicos (139); funciones
todas ellas que se relacionarian con los primeros hallazgos sobre la potencial influencia
de la melatonina sobre cualquier célula del organismo (140). Tanto estudios in vivo
como in vitro han mostrado que la melatonina es un potente neutralizador del altamente
toxico radical hidroxilo y otros radicales centrados en el oxigeno. Este proceso no
requeriria ningn receptor especifico, por lo que seria universal para todos los tipos
celulares (141). Estos radicales originan el estrés oxidativo, pudiendo desembocar en la
degeneracion y muerte celular como ya se vio anteriormente.

El radical hidroxilo (HO") es uno de los mediadores mayormente involucrados
en la toxicidad debido al oxigeno en los organismos (142), actuando sobre lipidos,
acidos nucleicos y proteinas. Por ello, es tan importante el papel que juegan los
antioxidantes en todos los organismos, que al estar implicados en una gran variedad de
vias metabolicas se erigen en protectores de los efectos dafiinos de los radicales libres.
A este recpecto se ha sefialado a la melatonina como un limpiador del altamente toxico

radical hidroxilo (HO"), el radical peroxido (ROO") y el singlete de oxigeno (‘05). A la
accion protectora de esta molécula puede constribuir su capacidad para estabilizar
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membranas celulares (143), la cual se presume que es el resultado de su actividad de
limpieza de radicales libres observandose asi mismo su capacidad para reducir la
peroxidacion lipidica (144). En esta funcion de limpieza de radicales libres puede actuar
sinérgicamente con otros antioxidantes conocidos, como las vitaminas C y E (145). La
accion antioxidante de la melatonina incluye ademads, el efecto estimulante ejercido
sobre las enzimas antioxidativas superoxido dismutasa (SOD) (131) y glutation
peroxidasa (GPX) (146). Esta variedad de funciones sumada a la alta solubilidad tanto
en lipidos como en medio acuoso de esta molécula que la hace capaz de atravesar todas
las membranas morfofisioldgicas y penetrar en los compartimentos subcelulares,
sefialan a la melatonina como un factor de gran importancia en la defensa antioxidativa.

O
]

CH,0  ,CH,CH,NH - C - CH,

Figura 5.4. Melatonina.

La funcion de limpieza de radicales hidroxilo que ejerce la melatonina se basa en
su estructura quimica. Asi, el grupo metilo localizado en posicion 5-OH del anillo indol
es requerido para esta funcion, mientras que el grupo N-acetil act@ia sinérgicamente
(147). Entre los factores que incrementan la importante funcion de la melatonina como
-barrendero” de radicales, figura su alta difusibilidad. En base a su caracter lipofilico, la
melatonina atraviesa cualquier barrera morfofisioldgica, incluida la barrera hemato-
encefélica. Es asi como protege a las membranas celulares de la peroxidacion lipidica,
conservando a la vez la integridad mitocondrial en el citosol, asi como al DNA
mitocondrial y nuclear (140).

El grupo de estudio de la melatonina creado en nuestro pais ha estudiado el
funcionalismo de la gldndula pineal en nifios sanos de diferentes edades. En el periodo
neonatal ya estd presente un funcionamiento de la glandula, aunque atin no se ha puesto
en marcha el ritmo circadiano en sus secreciones (135). En la etapa preescolar se
evidencia un descenso en la secrecion de melatonina conforme avanza la edad del niflo,
para experimentar un ligero incremento en la pubertad. El esclarecimiento del ritmo de
produccién de melatonina abre un campo amplisimo respecto a las posibilidades de
administracion clinica en Pediatria, con especial interés en procesos patoldgicos en los
que predomine un estrés oxidativo con un exceso de produccion de radicales libres
(Sepsis, meningitis bacterianas, convulsiones intratables, etc.).
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Se ha observado una influencia reciproca entre glandula pineal y sistema
inmune, teniendo el sistema inmunitario capacidad de sintesis de melatonina a nivel
pineal y en otros tejidos (148).

c¢) Ascorbato: La informacion sobre la vitamina C, de hecho
bioquimicamente podria funcionar como un prooxidante y hay quien sugiere
que la presencia de tocoferol enlas membrnas biologicas es precisa para evitar
este punto; sugiriendose que en ausencia de vitamina E el ascorbato induciria
peroxidacién (149).

d) Tioles: Los tioles pueden reaccionar con los radicales tocoferilo y
regenerar tocoferol; a su vez el tocoferol puede también reparar radicales tiol
oxidados. El glutation es el tiol mas representativo de la célula, este compuesto
independientemente de su efecto sobre los radicales tocoferilo puede por si
mismo inhibir la peroxidacién (149).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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5. Justificacion y objetivos

La investigacion de los efectos de los radicales libres sobre multiples patologias
y el potencial efecto beneficioso de diversas sustancias antioxidantes ha sido un hecho
transcendente en la investigacion de la ultima década (150;151). En este periodo hemos
podido asistir a la utilizacion rutinaria del concepto de moléculas antioxidantes o la
terminologia anglosajona —scavenger” en el campo de la neurologia (152), inmunologia
(148), endocrinologia (153) y oncologia (154) por citar algunos ejemplos. Sin embargo,
y pese al antiguo conocimiento de la utilizacién de mecanismos de oxidoreduccion por
parte del sistema mononuclearfagocitico para la limitacion de procesos infecciosos en el
organismo, son pocos los estudios que han relacionado potencial redox del entorno
bacteriano y viabilidad o patogenicidad del microorganismo.

Conscientes de que muchos de los cambios en la patogenidad bacteriana son
inherentes tanto al microorganismo como a modificaciones en el medio interno del
huésped, hemos desarrollado la siguiente hipdtesis de trabajo que justifica el desarrollo
del presente proyecto de tesis doctoral:

e La hidrofobicidad y las caracteristicas de superficie de los microorganismos han
sido implicadas en la colonizacion de los epitelios de mamiferos y en su mayor o
menor tendencia a la fagocitosis; por tanto, en su capacidad para producir
enfermedad.

e Durante los Uultimos afios se ha producido un importante avance en el
conocimiento del papel inmunomodulador de la melatonina (155), su
participacion en los procesos de estabilizacion del estrés oxidativo mediante la
neutralizacion de radicales libres (132) y estabilizacion de las membranas
celulares (133).

e El estimulo en la sintesis de catalasa y superdxido dimutasa cuando algunas
bacterias son preincubadas en presencia de concentraciones subinhibitorias de
O, y H,0,, indican que los cambios en las caracteristicas de superficie de la
bacteria son respuestas concretas a modificaciones puntuales en el entorno redox
del microorganismo.

e Por otro lado, las modificaciones ritmicas en la secrecion de melatonina por
parte de la gldndula pineal puede ser punto de partida para explicar la diferente
susceptibilidad individual del huésped a las infecciones.

Todos estos planteamientos vienen animados por la idea de que un mejor
conocimiento de la respuesta del microorganismo bacteriano a las modificaciones del
medio interno y potencial redox del huésped pueden ayudar a comprender el diferente
potencial patogénico de un microorganismo en diversas situaciones. Consideramos que
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un alto porcentaje de pacientes con enfermedad meningocdcica invasiva podrian sufrir
modificaciones en el estado oxidativo del medio interno que de alguna forma repercuten
en las caracteristicas adherentes y patogénicas del microorganismo.

Argumentos, que en definitiva, constituyen la base para el planteamiento de los
objetivos que al inicio de este proyecto nos planteamos y que se podrian resumir bajo
los siguientes términos:

Determinar el porcentaje de adhesion de Escherichia coli a la nitrocelulosa,
asi como las caracteristicas hidrofobicas de superficie de las cepas
seleccionadas

Determinar el porcentaje de adhesion a la nitrocelulosa, asi como las
caracteristicas hidrofobicas de superficie de cepas seleccionadas de
Neisseria meningitidis.

Describir las modificaciones de las caracteristicas de superficie antes citadas
de Escherichia coli y Neisseria meningitidis en presencia de concentraciones
crecientes de melatonina.

Analizar la repercusion de la vitamina E sobre las caracteristicas de
superficie de cepas escogidas de Escherichia coli y Neisseria meningitidis.
Establecer las diferencias fundamentales en lo referente al comportamiento
hidrofébico y adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia coli y Neisseria
meningitidis.

Evaluar la importancia de la sintesis proteica de novo sobre las
modificaciones inducidas por la melatonina en las caracteristicas de
superficie de Escherichia coli y Neisseria meningitidis.

Finalmente, mediante la aplicacion de técnicas estadisticas adecuadas,
describir, de entre las modificaciones experimentadas por las diferentes
cepas, qué importancia tiene el mayor o menor contenido en hierro del
medio de cultivo.

En el desarrollo de nuestro estudio hemos seguido el planteamiento que
esquematicamente se describe en la figura siguiente; como puede apreciarse hemos
analizado 6 cepas de Neisseria meningitidis y 23 cepas de Escherichia coli, segin se
describe en el apartado de Material.
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Neisseria meningitidis

Fscherichia coli

23 cepas

6 cepas

I

MH-EDDA

Melatonina 200 pM, 10 pM, 100 nM y 1 nM

Vitamina E 5 mg/dl

Hidrofobicidad | Adherencia
(p-Xileno) Nitrocelulosa

Analisis de resultados:
-Inferencia estadistica
-Analisis descriptivo,

Figura 6.1. Esquema del diseiio experimental del presente trabajo de tesis doctoral.
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7. Material y método

7.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

7.1.1. Neisseria meningitidis.

Se estudian 6 cepas de Neisseria meningitidis, dos de ellas aisladas de la
nasofaringe de portadores sanos (P391 —ungroupable, autoagglutinable, serotype 15-
and P0O00 —serogrupo B, serotipo 15-); y 4 cepas (V002 —serogrupo B, serotipo 15-,
V021 —serogrupo B, no serotipable-, V019 -serogrupo B, serotipo 1-, V111 —serogrupo
C-) aisladas desde liquido cefalorraquideo o sangre de pacientes con enfermedad
meningococica invasiva; las cepas numeradas P000, P391, V019, V002 y V021 fueron
cedidas por los Dres. C. Ferreiros y M* T. Criado del Departamento de Microbiologia de
la Universidad de Santiago; la cepa V111 fue aislada en el Departamento de
Microbiologia del Hospital Clinico =San Cecilio”. Las cepas fueron mantenidas hasta su
utilizacion congeladas a —30°C y recuperadas por aislamiento en placas de agar sangre.

7.1.2. Escherichia coli.

Se estudian 12 cepas aisladas en pacientes con infeccion urinaria sintomatica
(fiebre y leucocituria de mas 50 células/campo), la numeracion de estas cepas y sus
caracteristicas se muestran en la Tabla 7.1. Las restantes cepas de Escherichia coli que
se muestran en la Tabla 7.2 fueron cedidas por la Coleccion Nacional de Cultivos Tipo
(Valencia).

7.1.3. Conservacion de las cepas y utilizacion.

Se inocula con un asa de siembra en un tubo con 5 ml de medio Miieller-Hinton
y se incuba a 37°C durante 24 horas. Se centrifuga a 3500 rpm durante 10 minutos y se
retira el sobrenadante con una pipeta Pasteur de vidrio estéril, se resuspende en medio
de cultivo Miieller-Hinton con glicerol al 20% y seroalbumina bovina (v/v) al 5%. Se
traslada la suspension a un vial de polipropileno estéril de 2 ml y se almacena a -30°C.

Para su utilizacion posterior los viales de polipropileno se depositan unos 15
minutos a temperatura ambiente, con un asa de siembra se inoculan tubos con 4 ml de
medio de cultivo Miieller-Hinton y se incuban a 37°C durante 24 horas, posteriormente
se siembra en placa de Miieller-Hinton por aislamiento y se incuba a 37°C durante 24
horas.
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Caracteristicas de las cepas de Escherichia coli aisladas de sujetos con patologia

Tabla 7.1

urinaria aguda.

Eschericia coli

Caracteristicas

629

695

787

472

471

792

697

595

753

795

760

469

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF-, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR+, ONP+, ORN-, PLI-, LAC+, SUC-, RHA-, OXI-.

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF-, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR-, ONP+, ORN+, PLI-, LAC+, SUC+, RHA+, OXI-.

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF+, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR+, ONP+, ORN-, PLI-, LAC+, SUC-, RHA+, OXI-.

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF-, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR+, ONP+, ORN+, PLI-, LAC+, SUC+, RHA+, OXI-.

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF+, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
ESC-, PXB-, SOR+, ONP+, ORN+, PLI-, LAC+, SUC+, RHA+, OXI-.

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL- XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF+, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR+, ONP+, ORN+, PLI-, LAC+, SUC+, RHA+, OXI-.

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL-, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF-, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR+, ONP+, ORN+, PLI-, LAC+, SUC+, RHA+, OXI-.

DP3-, URE+, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF+, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR+, ONP+, ORN+, PLI-, LAC+, SUC-, RHA+, OXI-.

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF-, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR+, ONP+, ORN+,PLI-, LAC+, SUC-,RHA+, OXI-.

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF-, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR+, ONP+, ORN+, PLI-, LAC+, SUC+, RHA+, OXI-.

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF+, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR+, ONP+, ORN+, PLI-, LAC+, SUC+, RHA+, OXI-.

DP3-, URE-, MLT+, INO-, ARA+, OFG+, CIT-, MAN+, ADO-, GLU+, GC+,
MAL-, XYL+, COU+, ARG-, ACE-, TDA-, RAF+, H2S-, LYS+, ESC-, PXB-,
SOR+, ONP+, ORN+, PLI-, LAC+, SUC-, RHA+, OXI-.
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Tabla 7.2
Caracteristicas de las cepas de Escherichia coli de la Coleccion nacional de Cultivos
Tipo (CECT) incluidas en el estudio.

Eschericia coli Caracteristicas

(CECT)

434 Cepa modificada para ensayos de sensibilidad a cefalosporinas.

515 Serovar. O1: K1(L1):H7. Indol+, acetona+, catalasa+, oxidasa-.

516 Reduce acido dehidroascorbico.

685 Serovar. 025: H42. Met.: toxina termolabil (LT +), toxina termoestable
(ST +).

4076 Serovar. O157:H7. Aislada originariamente de colitis hemorragica.

418 FlacY1l glnV44(AS) galT22 galK2(Oc) LAM tyrT58(AS) metB1
hsdR514 trpR5S.

743 Serovar. 0142 K86B:H6. Aislada de nifios con diarrea.

100 Mutante resistente a la radiacion. UV:R, X-ray:R.

727 Serovar. O111: K58(B4):H-. Cepa enteropatogena.

417 SupE44(am). TRNA mutante.

424 F thr” leu lacY mtl thi” ara gal ton 2 malA xyl. Resistente a fagos T;,T,
y Ts.

7.1.4. Caracterizacion de las cepas.

En las cepas de Escherichia coli se determind la utilizacion de lactosa, para ello
se siembran por aislamiento en una placa de Petri con agar McKonkey, se incuba a 37°C
durante 24 horas, se determina la utilizacion de lactosa en funcion del color de las
colonias, colonias de color rojo (lac+) indica utilizacion de lactosa; las colonias de color
amarillo (lac-) indica no utilizacion de lactosa.

7.1.5. Condiciones de cultivo.

Para cada experimento tanto Escherichia coli como Neisseria meningitidis

fueron inoculados en tubos conteniendo 4 ml de Miieller-Hinton caldo (Fluka) (MH), se
incubaron a 37°C durante 24 horas antes de su procesamiento. El contenido en hierro
del medio de cultivo se modifico afadiendo 39 pMol de 4cido etilen-diamino-
dihidroxifenil-acético (Sigma) a 100 ml de Miieller-Hinton caldo (EDDA-MH,
restriccion de hierro) o con citrato amodnico-ferroso (Sigma) (1 pg Fe/ml) (FAC-MH,
exceso de hierro), segln los siguientes puntos:
- Se prepara medio de cultivo Mueller-Hinton (MH) caldo a partir de medio seco
deshidratado (Sigma, Chem, Co.) y se afiade a los tubos para indculos 4 ml de medio de
Miieller-Hinton (MH), Miieller-Hinton con restriccion de hierro (EDDA-MH) vy
Miieller-Hinton con exceso de hierro (FAC-MH).
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- MH: Se prepara a partir del medio Miieller Hinton deshidratado (Sigma, Chem, Co.)
anadiendo a 30 g del medio seco 1 1. de agua destilada, se preparan tubos de vidrio con
tapon de rosca con 4 ml de medio de cultivo y esterilizamos 15 minutos en autoclave.

- MH-EDDA: Se prepara a partir del medio MH deshidratado (Sigma, Chem, Co.)
afladiendo a 30 g del medio seco 1 1. de agua destilada, esterilizamos 15 minutos en
autoclave y se anaden 39 uMol de 4cido etilen-diamino-dihidroxifenil-acético (Sigma) a
100 ml de Miieller-Hinton caldo.

- MH-Fe: Se prepara a partir del medio Miieller Hinton deshidratado (Sigma, Chem,
Co.) afiadiendo a 30 g del medio seco 1 1. de agua destilada, se esteriliza 15 minutos en
autoclave y se anade 1 pug/ml de citrato amonico-ferroso al medio Miieller Hinton.

7.1.6. Incubacion con melatonina.

Durante cada ensayo se preparan disoluciones de melatonina en agua destilada,
como el peso molecular de la melatonina es de 232.3 daltons la disoluciéon 1mM se
prepara pesando 23 mg de melatonina y afiadiéndolos a 100 ml de agua destilada estéril;
la disolucion 50 uM se prepara tomando 5 ml de la disolucion 1mMol y afiadiéndolos a
95 ml de agua destilada estéril; la disolucion 500 nM se prepara tomando 10 ml de la
disolucion anterior y los afiadimos a 90 ml de agua destilada estéril y la disolucién 5 nM
se prepara tomando 1 ml de la disoluciéon anterior y afiadiéndoselos a 99 ml de agua
destilada estéril.

La melatonina se afiade en condiciones de maxima asepsia, tras 12 horas de
incubacion de las bacterias en tubos con 4 ml de medio MH, EDDA-MH y FAC-MH, se
afiade 1 ml de melatonina en sus disoluciones 1 mMol, 50 uM, 500 nM y 5 nMol a cada
uno de los tubos; la concentracion final de melatonina en cada tubo serd de 200 uM, 10
uM, 100 nM y 1 nM.. Posteriormente se incuba a 36°C + 1°C hasta completar 24 horas
de incubacion.

7.1.7. Incubacion con vitamina E.

En condiciones de maxima asepsia diluir la presentacion de alfa-tocoferol
fosfato sal disodica (Sigma) 250 mg en 50 ml de agua destilada y preparar alicuotas de
2.5 ml que se mantienen congeladas a —30°C hasta su utilizacion.

Los microorganismos se incuban a 36°C + 1°C durante 12 horas (fase de
crecimiento logaritmico) en tubos con 4 ml de medio MH, EDDA-MH y FAC-MH y se
anaden 40 pl de la dilucidon de vitamina E, obteniéndose una concentracion de vitamina
E en el medio de cultivo de 5 mg/dl. Se incuban a 36°C + 1°C hasta completar 24 horas
de incubacién momento en que se procesan para su medida.

7.1.8. Incubacion con cloranfenicol a dosis subletales.

El cloranfenicol a dosis subletales (100 pg/ml) inhibe la sintesis proteica del
microorganismo (156;157). Unos 30 minutos antes de cada ensayo se preparan
disoluciones de cloranfenicol en agua destilada de la siguiente forma: 1 g de
cloranfenicol succinato sodico se diluye en 10 ml de agua destilada, de esta disolucion
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se toman 0.1 ml que se anaden a 9 ml de agua destilada (1 mg/ml). El cloranfenicol asi
diluido en condiciones de maxima asepsia, tras 12 horas de incubacion de las bacterias
en tubos con 4 ml de medio MH, EDDA-MH y FAC-MH, se afiaden 400 pl de la
disolucion de cloranfenicol (obteniéndose una concentracion final en el medio de
cultivo de 100 pg/ml) y 1 ml de las diluciones de melatonina descritas en el punto
anterior, posteriormente se incuba a 36°C £ 1°C hasta completar 24 horas de incubacion.

7.2. Medida de la hidrofobicidad de superficie.

La hidrofobicidad de superficie se determind segun técnica descrita por
Rosenberg (158;159) que resumidamente consiste en preparar un inoculo de la cepa a
estudiar en 4 ml de MH, EDDA-MH o FAC-MH, se incuba a 37° C durante 24 horas y
se centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos, se retira el sobrenadante y se lava con
tampon-fosfato (PBS), 0.01 M, (pH 7), se resuspende en 0.4 ml de tampon-PUM (pH
7.1) y anadimos 0.8 ml de sulfato amonico 0.2 M. (ajustar la suspension a una
absorbancia aproximada de 0.6 midiendo con espectrofotometro a 550 nm). Medimos y
anotamos absorbancia inicial (Abs;), afiadimos a 1.2 ml de la suspension de bacterias
200 pl de p-xileno (Sigma) y agitamos durante 2 minutos de forma que se
homogeneicen la suspension y el hidrocarburo. Esperamos 30 minutos a que la fase
acuosa se separe completamente del hidrocarburo, se retira 1 ml de la fase acuosa y se
mide la absorbancia (Abs;) en un espectrofotometro a 550 nm y 37°C. La
hidrofobicidad se calcula de acuerdo a la férmula 1-(Abs,/Abs;).

7.3. Adherencia a filtros de nitrocelulosa.

Se realiza el procedimiento descrito por Lachica y Zink (160). De forma
resumida, una suspension de bacterias en buffer PUM vy sulfato amonico (1:2, v/v) se
ajusta previamente a una absorbancia aproximada de 0.6, midiendo a 540 nm; se
determina la absorbancia inicial (Abs;), se hacen pasar 3 ml de esta suspension a través
de un filtro de nitrocelulosa de 8 um de poro (Millipore). Posteriormente se determina
la absorbancia del filtrado (Abs;) y los resultados se expresan como porcentaje de
adherencia al filtro de nitrocelulosa.

7.4. Preparacion de Buferes.

PBS (Solucion 10X) Para su uso diluir 1:10.

Fosfato monosédico (1 H,O): 2.56 g.
Fostato disodico 11.93 g.
Cloruro sédico 87.66 g.
Azida sédica g

Agua destilada Hasta 1 litro.

Tampon-PUM
Fosfato monopotasico (PO4H,K) 7.26 g.
Fosfato bipotasico (PO4HK; 3H,0) 2220 g.
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Urea 1.80 g
Sulfato magnésico (SO4Mg 7 H,0) 02¢g
Agua destilada Hasta 1 litro.

Ajustarel pHa 7.1

Solucion de sulfato amonico a concentraciones de 0 a 4 M, utilizando como
diluyente solucion de fosfato sodico 0.002 M.

7.5. Investigacion documental.

El objetivo fundamental de este capitulo se centra en la busqueda de las fuentes
de documentacion, de las referencias bibliograficas correspondientes al tema de trabajo.
El sistema utilizado pasa por la elaboracion de las palabras clave del proyecto
"Neisseria meningitidis", "Escherichia coli", "Hidrofobicidad", "adherencia bacterina",
"Melatonina", "Virulencia bacterina" -Adhesinas”. Los pasos seguidos en la
investigacion experimental fueron los siguientes:

- Determinacion genérica del area a investigar: Se llevd a cabo una primera
consulta a las enciclopedias, diccionarios, tratados, manuales y textos en la parte
referente a las materias que en un principio motivaron el tema de la presente Tesis
Doctoral.

- Inicio de la formacion bibliografica: El proceso de consulta se va completando
con la toma de notas y referencias que finalmente constituiran la bibliografia de la tesis.

- Considerar la actualidad e interés del tema objeto de la investigacion. Para lo
que se seleccionaron el material documental, las lineas de investigacion y los autores
que mas investigan y publican sobre los temas de interés.

- Superado el punto anterior, y en la nueva linea, se establecieron unos objetivos
concretos como hipoétesis de trabajo.

- Consulta de las fuentes documentales en relacion a los objetivos concretos
elegidos. Determinando las fuentes primarias en la literatura organizada (monografias y
tratados) y no organizada (revistas, etc.), en las que encontramos la informacion
necesaria, para lo que fue necesario revisar los siguientes repertorios médicos:
"MEDLINE", "INDEX MEDICUS", "CURRENT CONTENT", "EXCERPTA
MEDICA", "INDICE MEDICO ESPANOL". Revision de la bibliografia actualizada de
las palabras clave enumeradas en la base de datos de Internet Grateful Medicine
(http://igm.nlm.nih.gov/).

- Consulta de los catalogos y ficheros de los Centros de Documentacion
existentes en Granada. Utilizando para ello la lista de palabras clave formada
previamente, seglin se ha explicado.

El grupo de Vancouver, ha pasado a convertirse en el Comité Internacional de
Editores de Revistas Médicas. Son mas de 150, las revistas que han acordado que los
trabajos se remitan segun las normas y estilo de "Vancouver", que textualmente en el
capitulo de referencias bibliograficas dice: "Las referencias se han de enumerar
siguiendo el orden en que son mencionadas por primera vez en el texto. Sefialar las citas
en el texto, las tablas y los pies de las figuras, por medio de numeracion arabe, entre
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paréntesis. Las referencias que son citadas s6lo en las tablas o en los pies de las figuras,
se numeran de acuerdo con el orden correspondiente al referido en el texto por primera
vez a la tabla o las figuras. Utilizar el modo de citar en que se basa la Biblioteca
Nacional de Medicina de los Estados Unidos empleada en el Index Medicus. Los titulos
de las revistas han de abreviarse segln el estilo empleado en el Index Medicus para lo
que se consultd en el "LIST OF JOURNAL INDEXED" que aparece cada afio en el
numero de Enero del Index Medicus."

Asi mismo, el resto de las recomendaciones en la confeccion de tablas y ficheros
fueron tomadas en consideracion, de las cuales queremos resaltar el siguiente texto:
"Las figuras deberan ser de calidad profesional, tanto los dibujos como las
reproducciones fotograficas, considerandose inaceptable marcarlas con letras hechas a
mano o con maquina de escribir."

7.6. Método estadistico.
7.6.1. Estadistica descriptiva.

Medidas de centralizacion.

Se llaman medidas de centralizacion a aquellos valores que tienden a situarse en
el centro del conjunto de datos ordenados respecto a su magnitud. En nuestro estudio
hemos considerado la media aritmética y la mediana como a continuacion detallamos:

- Media aritmética: Se trata de una medida de centralizaciéon de tamafo. La media
aritmética, de un conjunto de numeros: Xx;, Xp,...Xp, que se presentan con frecuencias
absolutas f}, f,,...f, respectivamente es:

— 2fx [t fx, [
2 fi+f+ ], N
- Mediana: Es una medida de centralizacion de posicion. En un conjunto de datos
ordenados de menor a mayor, la mediana es aquel valor que ocupa una posicion media
en la distribucion estadistica. Si el niimero de datos es impar la mediana viene dada por
el valor medio de la distribucidn, si el nimero de datos es par, la mediana viene dada
por la media aritmética de los valores medios.

S(Z)

M=1L+|“——|,

i f
mediana

donde L; es el limite inferior real de la clase mediana, N es el numero total de datos,
(zr), es la suma de las frecuencias absolutas de todas las clases anteriores a la clase

mediana, ficdiana €8 1a frecuencia absoluta de la clase mediana.

Medidas de dispersion.
En ocasiones el conocimiento de los valores centrales no es suficiente, y es
preciso conocer en que medida los datos numéricos estan agrupados o no, alrededor de
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la media. Este hecho se conoce como dispersion. En nuestro estudio hemos utilizado las
siguientes medidas de dispersion:

- Desviacion tipica. Se conoce también como desviacion estandar o desviacion
cuadratica de la media. Se define la desviacion tipica como la raiz cuadrada de la media
aritmética de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media. Es decir:

Zfi(xi - ;)2

S=\|————

N

- Varianza. Se define como el cuadrado de la desviacion tipica. Es decir:

—\2
S2 _ Z]ri(xi - X)

N

- Coeficiente de variacion. Es el cociente entre la desviacion tipica y la media
aritmética. Es decir:

s

CV = =

x
El coeficiente de variacion tiene escasa utilidad cuando la media se aproxima a

cero, ya que entonces toma valores infinitamente grandes.

Medidas de forma.

Ademads de las medidas de centralizacion y de dispersion, conviene al estudiar
una distribucion conocer su forma mediante un indice lo mas simplificado posible.
- Sesgo, asimetria y curtosis. Se denomina sesgo a la mayor o menor asimetria o
simetria de una distribucion. Al hablar de curtosis nos referimos al grado de
"apuntamiento" de una distribucion. Generalmente, se compara el mayor o menor
apuntamiento de una distribucion con la curtosis de la distribucion normal. Por lo que
viene expresado como:

m
7/2:S_4_3

De esta forma el coeficiente de curtosis es nulo para una distribucion normal. Si
es negativo se trata de una distribucidon menos apuntada que la normal y recibe el
nombre de planicurtica. Si es positivo se trata de una distribucion mas apuntada que la
normal y recibe el nombre de leptocurtica. A las distribuciones con coeficientes de
curtosis nulo se les denomina mesocurticas.

7.6.2. Inferencia estadistica.

Test de Wilcoxon.

La realizacion de un test de Barllet para la comparacion de varias varianzas, la
existencia de varianzas distintas y el escaso niimero de casos incluido en alguno de los
grupos, obligan a la realizacion de test no paramétricos, que al no depender de la
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distribucion de la variable, no precisan la condicién previa de normalidad de las
poblaciones.

El test de Wilcoxon permite comparar un conjunto de muestras dependientes
desde la vision de los andlisis no paramétricos que utilizan series ordenadas de valores
de menor a mayor. Se inicia el test con una ordenaciéon de menor a mayor de todos los
valores observados en las k muestras y su correspondiente asignacion de rangos. El
siguiente paso consiste en obetener la diferencia entre cada valor y su correspondiente
mediana; posteriormente se suman los rangos positivos (T+) y los rangos negativos (T-).
La suma de los rangos positivos y negativos es un valor constante:

n(n+1)
T +T =
T 2

Para obtener los valores estandarizados de T+ T-, restamos la media y
dividimos por la desviacion estandar:

\/n(n+ )(2n+1)
24

Los valores de p en la cola por la derecha (R) para la diferencia de rango
positivos y negativos seria:

P T.-05-n(n+1)/4
T n(ns )(2n+ 1) /247
T -05-n(n+1)/4

“R= i Dans /24"

Test de Friedman.

El test de Friedman es un test no paramétrico utilizado para comparar tres 0 mas
grupos relacionados. Se trata en realidad de una generalizacion del test de los signos de
Wilcoxon. Como en los otros andlisis no paramétricos el primer paso a seguir consiste
en asignar un numero de orden a cada valor, siempre de menor a mayor; cada grupo o
columna (k) es reenumerado separadamente y posteriormente se procede al calculo de la
suma de rangos de cada grupo (Rct). Si la suma de los rangos de cada grupo es muy
diferente, el valor de p sera muy pequefio y en consecuencia encontraremos diferencias
estadisticas significativas entre los grupos. Se calcula la suma de cuadrados de las
columnas (grupos). Los casos se disponen en filas (n).

12 _3(k+1)
P xkx (K -1) k-1

W= Z:Rct2 X (
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O=nlk-1)W

Los grados de libertad son k-1. Generalmente para consultar el nivel de
significacion se utiliza la aproximacion x> con k-1 grados de libertad, siempre que el
numero de columnas sea superior a 4 o el numero de filas mayor de 15.

Coeficiente de correlacion de Spearman.

Este test se utiliza para contrastar la dependencia de dos variables cuantitativas x
e y, cuando se tienen sospechas de que las variables dadas siguen una distribucion no
normal. Como el resto de los test no paramétricos se basa en la asignacion de rangos a
los valores de las variables. Las hipdtesis a contrastar son:

H, ~ los valores que toma una variable aleatoria x son independientes de los que toma
otra variable aleatoria y.

H; = los valores altos de y suelen ir acompanados de valores altos (o bajos) de x.

Dada una muestra de n parejas de valores (xj; yi), el proceso a seguir para
estimar la fuerza de asociacidn no paramétrica entre x € y consiste en ordenar la muestra
de los x; de menor a mayor y asignarles rangos R; del modo tradicional; hacer lo mismo
con la muestra de los yj; anotar las n parejas de rangos obtenidos (Rj; R’j) y calcular
para ellas el coeficiente de correlacion usual
que se llamaré ahora ry:

(& - R)s(R-R)
\/Z(Ri B E)ZZ(RI‘ B Ez)z

=

Recta de regresion lineal simple y multivariante.

Partiendo de —#” pares de valores cuantitativos (xi, yi), (X2, ¥2), (Xn,¥n,)
pertenecientes a una muestra de n individuos, en los cuales (x;) corresponden a una
variable (y;) a otra, se puede obtener, una nube de puntos sencillamente representando
en un sistema de ordenadas, los valores correspondientes a cada uno de los pasos
citados. Concuerda la ecuacion de la recta de regresion de y sobre x:

=}

y-y="5(x-x)
SX
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en la que 82x es la varianza de los valores muestrales Xi, X2,....Xn, ¥, Sexy 1a covarianza,
que se obtiene segun el calculo siguiente:

con una pendiente igual a:

S

X
SH

y un valor correspondiente a la ordenada en el origen, que se obtendra adjudicando a x
el valor cero, quedando la recta:

Para medir el grado de relacién entre las variables se utiliza el coeficiente de

correlacion de Pearson, que corresponde a la siguiente expresion:
Sw

.S,

Para conocer la dependencia/independencia de las variables a partir del
coeficiente de correlacion (r) se parte de un test de hipdtesis en el que:

Ho r=0 (independiente).
H; r=0 (dependiente).

Obteniéndose una

(n-2)r*

1-r

exp

donde (n) es el numero de parejas y (r) la correlacion muestral, que se contrastara con
una t, teorica con (n-2) grados de libertad y las variables x e y son independientes en un
error alfa.

De manera que si:
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El modelo de regresion lineal también se puede presentar en dos etapas muy bien
diferenciadas: una descriptiva y otra inferencial. La regresion lineal como técnica
descriptiva consiste en realizar un procedimiento matematico de minimos cuadrados
para hallar la ecuacion de la recta que mejor se ajuste a los datos, esta recta recibe el
nombre de recta de regresion. La vertiente inferencial, supone que los datos son una
muestra al azar y permite evaluar si en la poblacion las variables estan relacionadas y en
caso afirmativo, estimar la recta de regresion que mejor predice la variable dependiente.
Debido a la variabilidad de los datos, existe una diferencia entre los valores estimados
por la recta de regresion para la variable dependiente a unos valores dados de la variable
independiente y los valores observados en la realidad; esta diferencia se conoce con el
nombre de residual. Este error o residual equivale a:

¢=y-y,=y-(a+bx,)

Para hallar la recta de regresion primero se debe establecer un criterio de ajuste y
luego se determinan los coeficientes @ y b de esta recta, de manera que cumpla los
criterios establecidos. Utilizando el criterio de minimos cuadrados y disponiendo de la
matriz de datos con n pares de valores (x;; i), se trata de determinar los coeficientes a y
b de la recta de ajuste y=a+bx que hagan la minima suma de los residuales al cuadrado.

Los valores @ y b que minimizan esta funciéon se hallan aplicando un teorema
fundamental de célculo infinitesimal:

5 n
52 [y, - (a+ bxi)]2 = Zizlz[yi -—a-bx](-1)=0

5 n
2@ b)) = )7 2Ly, - a-bx)(-x) =0

Despejando a y b se obtiene:
. X.
a=> 2 by Yo 5oy
n n

b inyi - Z%Zﬁ SP

n Xy

(Z xi)z - SC,

2=
Xi

Donde SP,, equivale a la suma de productos cruzados: Z(x,. - f)( V- )7).

. 2
y SCx equivale a la suma de cuadrados: Z (xi - )_c) .

Se entiende por andlisis multivariante a la parte de la estadistica que estudia,
interpreta y elabora el material estadistico sobre la base de un conjunto de n>1
variables, que pueden ser de tipo cuantitativo y/o cualitativo. Las propiedades mas
determinantes del andlisis multivariante son: las n variables son dependientes (en
sentido estocastico), de naturaleza similar, ninguna de ellas tiene una importancia
similar a las demas.

El modelo de regresion simple se generaliza en un modelo lineal de regresion
multiple cuando se incorporan mas variables predictoras, que serian variables
independientes cuantitiativas y/o binarias, para explicar una variable dependiente
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cuantitativa o criterio. Los principales objetivos o aplicaciones de la regresion lineal
multiple son:
- Explorar un conjunto de posibles variables explicativas para determinar aquellas que
son importantes y las que no son importantes para predecir una determinada variable
dependiente.
- Construir un indice pronostico para predecir una respuesta o resultado (Y) a partir de
un conjunto de variables explicativas (X).
- Ajuste estadistico, controlar los efectos de las variables de confusioén en investigacion
no experimental.
- Detectar y valorar los efectos de interaccion entre dos o mas variables explicativas.

El supuesto basico de este modelo es la linealidad, que establece que la media de
los valores de Y, para cada combinacion de posibles valores de las variables X, y X5, es
una funcion lineal de las variables X; y X5:

Hyx x, = Lo+ X +.. 40X,
La variable dependiente no sigue una funcion lineal, ni existe ninguna ecuacion

para linealizarla, representa un plano o un hiperplano, por lo que también podemos
referirnos a ella como supercicie de respuesta o superficie de regresion.
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RESULTADOS
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8. Resultados

8.1. Descripcion de caracteres cuantitativos.

El uso de la metodologia estadistica en la investigacién de cualquiera de las
facetas de las ciencias de la salud se ha revelado imprescindible para desarrollar una
investigacion de calidad y acorde con las exigencias de los tiempos presentes; por ello
se ha incorporado al presente trabajo de tesis doctotal una metodologia estadistica
descriptiva seguida de la consiguiente inferencia estadistica.

Por su propia definicion, la estadistica se considera ligada a los métodos
cientificos en la toma, organizacion, recopilacion, presentacion y analisis de los datos,
tanto para la deduccion de conclusiones, como para tomar decisiones razonables de
acuerdo con tales andlisis. La parte de estos resultados que pretende sencillamente
describir y analizar una serie de datos sin sacar conclusiones o hacer inferencias sobre la
poblacioén diana se llama "estadistica descriptiva", considerada como aspecto basico
para desarrollar posteriormente inferencias sobre los valores de las variables
pertenecientes a la muestra y traspolarlas a la poblacion.

Las observaciones cuantitativas del tipo de las que manejamos en el presente
proyecto de tesis doctoral, las podemos dividir en medidas discretas y continuas. Las
medidas discretas son aquellas que pueden tomar sélo algunos valores dentro de un
intervalo, el nimero de hijos seria ejemplo de variable cuantitativa discreta. Las
medidas continuas son aquellas que pueden tomar cualquier valor dentro de un
intervalo. Las variables categoricas de escala ordinal describen categorias ordenadas,
pertenecen a esta categoria en nuestro ensayo la procedencia del microorganismo,
categorizada como 0 "cepas patron" y 1 "cepas nativas" obtenidas éstas ultimas de
individuos enfermos.

8.2. Medidas de tendencia central.

En ocasiones es importante ofrecer con un solo niimero, informacion sobre el
nivel general de una serie de mediciones, que nos pueda servir para comparar dos 0 mas
distribuciones de una variable entre si; este valor puede denominarse como medida de
tendencia central, media o promedio. Un promedio es un valor que es tipico o
representativo de un conjunto de datos. Como tales valores tienden a situarse en el
centro del conjunto de datos ordenados segiin su magnitud, los promedios se conocen
también como "Medidas de Centralizacion". Se pueden definir varios tipos de estas
medidas; las consideradas en este proyecto de tesis doctoral fueron la media aritmética
muestral y la mediana. Si las observaciones se disponen en orden creciente o
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n.n

decreciente la mediana ocupa el valor central. Si "n" es par no existe en rigor una

observacion central, en este caso, la mediana se define por convencion como la media

de las dos observaciones centrales. La mediana presenta algunas desventajas en relacion
con la media:

e No tiene en cuenta la magnitud exacta de la mayoria de las observaciones, por lo
que supone una pérdida de informacion.

e Si se unen dos grupos de observaciones, la mediana del grupo resultante, no puede
expresarse a partir de las medianas de los grupos componentes. Situacion que si es
valida para la media.

e La mediana es mucho menos manejable que la media para el tratamiento
matematico y se utiliza en tratamientos no paramétricos fundamentalmente.

Sin embargo la mediana es el estadistico de eleccion cuando consideramos
distribuciones muy asimétricas o cuando consideramos variables de tipo ordinal.

Otra medida de tendencia central es la moda, que se define como el valor de la
variable en que la curva de frecuencias alcanza el maximo. No suele utilizarse para los
calculos estadisticos fundamentalmente porque las fluctuaciones de las frecuencias
pequenias tienden a originar falsas modas y a causa de la ambigiiedad de su definicion.

8.3. Medidas de dispersion.

A veces, no basta con conocer los valores centrales, siendo preciso determinar
en qué medida los datos numéricos estan agrupados o no alrededor de la media. Al
grado en que los datos numeéricos tienden a extenderse alrededor de un valor medio se le
denomina "Variancia o Dispersion de los datos". En este proyecto de tesis doctoral se
emplearon las siguientes medidas de dispersion o variacion:

e Rango. Definido como la diferencia entre el mayor y el menor representante de una
distribucion.

e Desviacion tipica (S). De todas las medidas de dispersion, es el estadigrafo que mas
se utiliza en la practica; siendo necesaria su comprension para la definicion de otros
muchos estadigrafos. Se define la desviacion tipica como la raiz cuadrada de la
media aritmética de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media. En
nuestro proyecto se ha utilizado la desviacion tipica muestral. Si a la media se suma
o resta la desviacion estandar obtenemos un intervalo de muestra que comprende
aproximadamente el 68% de las observaciones; si a la media se suma y resta el
doble de la desviacion estandar se obtiene un intervalo que incluye el 95% de los
casos; si se suma Yy resta el triple de la desviacion estandar obtenemos un intervalo
que incluye el 99.7% de los casos.

e Varianza (S?). Otro estadigrafo de gran importancia en el desarrollo de esta
experiencia es la varianza, que se define como el cuadrado de la desviacion tipica.

e Error estandar de la media. El error tipico de la media, es un estadigrafo que viene
expresado por el cociente entre la desviacion tipica y la raiz cuadrada del numero de
individuos que componen la muestra. En términos conceptuales, el error tipico de la
media, es un estadigrafo que indica la fiabilidad del mismo. Cuando el error tipico
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es pequeio respecto de las unidades de medida, la media presenta una variacion
menor respecto al auténtico valor de la media poblacional, por tanto podemos tener
mas confianza en los resultados obtenidos.

e (oeficiente de variacion. Es un indice de dispersion relativa del que no dependen las
unidades de medida. Se calcula dividiendo la desviacion estandar entre la media
muestral.

e Percentil 10 y 90. Los percentiles son medidas de posicion que se obtienen a partir
de los sujetos ordenados para la variable cuya distribucion se desea describir. En
nuestro ensayo hemos utilizado los percentiles 10 y 90 calculados por el método de
Haverage. Expresan los valores extremos de la distribuciéon que nos enmarcan un
80% de valores con tendencia central.

e Amplitud intercuartil (IQR). Es una medida de dispersion de valor igual a la
longitud que contiene el 50% central de los individuos de la dispersion.

e Asimetria-Curtosis. En términos corrientes, este concepto hace referencia a un
desplazamiento de la curva de distribucion en un sentido positivo o negativo
(abscisas). Mientras que la curtosis va a definir el perfil de la curva en relacion a un
eje de ordenadas. En el caso de la asimetria un valor mayor que 0 indica una cola de
la distribucion prolongada por la derecha, simetria total si el valor es 0 y cola
marcada por la izquierda cuando el valor es negativo. En lo referente al coeficiente
de apuntamiento (curtosis), los valores mayores que 0O indican distribuciones muy
apuntadas (leptocurticas), si el valor es 0 la distribucidon es mesocurtica, y cuando el
valor es negativo la distribucion es platicurtica.

8.4. Test de Kolmogorov.

Aunque en general y segun el teorema central del limite podemos considerar
como distribuciones normales todas las relativas a variables bioldgicas cuando el
nimero de muestreo sea superior a 30, utilizamos el test de Kolmogorov para conocer la
normalidad de una distribucion. El valor de K-S es positivo con un valor maximo de 1;
un valor de K-S bajo indica alejamiento de la distribucion normal. En general, se puede
esperar normalidad cuando los valores de K-S son mayores de 0.9 (se rechaza el criterio
de normalidad con K-S pequefia equivalente a una p< 0.00005).

8.5. Analisis descriptivo.

En este apartado se hace un repaso de las caracteristicas fundamentales de cada
distribucion de variables incluidas en nuestro estudio.

8.5.1. Descripcion estadistica de la hidrofobicidad de superficie y adherencia a la
nitrocelulosa de Escherichia coli.

Como puede apreciarse en la Tabla 8.1, la dispersion (variancia) y las medidas
de tendencia central de Escherichia coli en medio Miieller-Hinton, ofrecen pocas
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diferencias a excepcion de las cepas incubadas con vitamina E y aMT a una
concentracion de 200 uM; llama la atencidon que la incubacion conjunta de aMT a aMT
200 uM + cloranfenicol devuelve a las cepas la misma dispersion en sus resultados que
la observada con cencentraciones menores de melatonina. El error estindar de la media
presenta valores mas pequefios en la distribucion de Escherichia coli incubada con
vitamina E y aMT a una concentracion de aMT 200 uM. El valor de asimetria es
maximo en las cepas incubadas con aMT 200 uM, vitamina E y aMT 200 uM +
cloranfenicol; en todos los casos las distribuciones son bastante asimétricas con una
marcada cola por la derecha. Los diagramas de caja especificados en la figura 8.1.
muestran graficamente lo referido. El grado de apuntamiento de la distribucion
(curtosis) es maximo en la distribucion de Escherichia coli incubada con aMT 200 puM,
vitamina E y aMT 200 uM + cloranfenicol. En los demas casos las distribuciones
presentan un coeficiente de curtosis proximo a cero, por tanto tienen una distribucion
mesocurtica.
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Sin aMT aMT 100 nM aMT 200 mcM aMT + Chl
aMT 1 nM aMT 10 mchM Vit E

Incubacidn en medio Mieller-Hinton

Figura 8.1. Diagrama de caja para la variable hidrofobicidad de superficie de
Escherichia coli incubada en medio Miieller-Hinton en presencia de diversas
concentraciones de melatonina, melatonina + cloranfenicol y vitamina E.
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Tabla 8.1.
Estadistica descriptiva de la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli en medio
Miieller-Hinton (MH) tras incubacion con diferentes concentraciones de melatonina,
vitamina E y cloranfenicol + melatonina.

Sin aMT aMT aMT aMT Vit.E ChlL 100
aMT InM  100nM 10pM 200 pM Hg/ml+
aMT 200
uM
Media (DS) 16.95 16,61 16,17 16,08 6,45 0,23 11,24

(21.33) (21,190  (19,04) (19,9 (11,59) (1,10) (19,06)
Intervalo confianza 95%, 7.7-26.1 7,4-257 17,9-244 74-247 14-11.4 0,2-0,7 3,0-19,4
media

Error estandar media 4.44 441 3,97 4,15 2,41 0,23 3,97
Mediana (DS) 6.46 3,55 9,63 5,94 0 0 0
Varianza 455 449 362 397 134 1 363
Valor minimo 0 0 0 0 0 0 0
Valor maximo 61.45 62,79 59,8 57,0 44,3 5,3 75,6
Asimetria 0.96 1,03 0,83 0,98 2,10 4,79 2,15
Error estandar asimetria 0.48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
Curtosis -0.57 -0,20 -0,55 -0,43 4,47 23,0 5,0
Error estandar curtosis 0.93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93
Amplitud intercuartil (IQC)  34.48 33,13 34,66 29,03 11,77 0 19,33
Test de Kolmogorov— 0.24 0,25 0,24 0,22 0,34 0,53 0,31
Smirnov, (P) (0.001)  (0,001) (0,001) (0,004) (0,000) (0,000) (0,000)
Percentiles 10 - 90 0-54.7 0-56,7 0-45,0 0-53 0-25.4 - 0-38,6

La Tabla 8.1 muestra los valores estadisticos descriptivos de la hidrofobicidad
de superficie de FEscherichia coli cultivada en medio Miieller-Hinton con
concentraciones estandar de hierro. Como puede observarse los valores medios de
hidrofobicidad son menores tras incubacion con melatonina a altas concentraciones y
vitamina E. En todos los casos excepto en las situaciones en que se incuba con vitamina
E las desviaciones estandar son amplias, por tanto los intervalos de confianza de la
media son igualmente amplios. Igualmente la amplitud intercuartil (IQC) es méaxima
cuando incubamos Escherichia coli con concentraciones mas bajas de melatonina. Las
distribuciones son mas asimétricas al incubar con melatonina a altas dosis o con
vitamina E, en los tres casos con una marcada cola por la derecha. Las distribuciones
son practicamente mesocurticas en todos los casos excepto en las correspondientes a
Escherichia coli incubado con melatonina a una concentracion de 200 pM y vitamina E.
En ninguna de las 7 distribuciones puede asumirse el supuesto de normalidad (Test de
Kolmogorov).
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Tabla 8.2.

Estadistica descriptiva de la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli en medio
Miieller-Hinton + 4cido etilen-diamino-dihidroxifenil-acético (MH-EDDA), tras
incubacion con diferentes concentraciones de melatonina, vitamina E y cloranfenicol +

melatonina.
Sin aMT aMT aMT aMT aMT Vit. E  Chl. 100
1 nM 100 10 pM 200 pM Hg/ml+
nM aMT 200
M
Media (DS) 17,63 16,07 17,96 17,62 10,11 4,08 11,86
(19,70)  (20,57) (19,74) (21,10) (13,94) (17,69) (17,26)
Intervalo confianza 95%, media  9,1-26,1 7,1- 9,4- 8,4- 4,0-16,1 3,5- 4,3-19,3
249 26,5 26,7 11,7
Error estandar media 4,10 428 411 4,40 2,90 3,68 3,59
Mediana (DS) 12,32 5,70 14,47 0,55 0,50 0 0,36
Varianza 388 423 390 445 194 313 298
Valor minimo 0 0 0 0 0 0 0
Valor maximo 59,56 61,97 66,92 61,13 50,10 84,77 65,92
Asimetria 0,78 1,18 0,84 0,73 1,35 4,70 1,76
Error estandar asimetria 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
Curtosis - 0,57 0,14 -0,12 -0,88 1,42 22,37 3,25
Error estandar curtosis 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93
Amplitud intercuartil (IQC) 33,79 28,27 33,71 32,35 18,26 0 20,72
Test de Kolmogorov— Smirnov, 0,22 0,22 0,22 0,31 0,28 0,50 0,26
P) (0,005) (0,004) (0,003) 0) (0) 0) (0)
Percentiles 10 - 90 0-51,9 0-56,4 0-46,4 0-53 0-29,5 0-5,54 0-37,9
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Figura 8.2. Diagrama de caja para la variable hidrofobicidad de superficie de
Escherichia coli incubada en medio Miieller-Hinton con EDDA y presencia de diversas
concentraciones de melatonina, melatonina + cloranfenicol y vitamina E.
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Al igual que lo que veiamos para Escherichia coli incubada en presencia de
concentraciones estandar de hierro al restringir el contenido en hierro del medio de
cultivo adicionando EDDA, obtenemos valores medios de hidrofobicidad de superficie
mas bajos tras incubar con concentraciones mas altas de melatonina o vitamina E. Las
desviaciones estandar son amplias en todas las distribuciones; siendo la variabilidad de
los datos menor en la distribucion de Escherichia coli incubada con melatonina a una
concentracion de 200 uM. La distribucion es marcadamente leptocurtica tras incubar
Escherichia coli con vitamina E, distribucion que también se muestra marcadamente
asimétrica con una marcada cola por la derecha. Como comentiabamos para la Tabla 8.1
en ningun caso el supuesto de normalidad es asumible.

Tabla 8.3.
Estadistica descriptiva de la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli en medio
Miieller-Hinton + citrato amonico-ferroso (MH-FAC) tras incubacion con diferentes
concentraciones de melatonina, vitamina E y cloranfenicol + melatonina.

Sin aMT aMT aMT aMT Vit E Chl 100

aMT 1nM 100nM 10 pM 200 pg/mi+
MM aMT 200
MM
Media (DS) 15,26 16,94 15,53 18,09 8,48 - 12,37
(19,58) (20,48) (19,81) (21,51) (12,85) (20,94)
Intervalo confianza 95%, 6,7-23,7 8-258 6,9-240 8,7-274 29-14 - 3,3-21,4
media
Error estandar media 4,08 4,27 4,13 4,48 2,68 - 4,36
Mediana (DS) 4,40 5,47 5,38 9,40 0 - 0
Varianza 383 419 392 463 165 - 438
Valor minimo 0 0 0 0 0 - 0
Valor maximo 53,56 59,16 51,87 60,26 40,36 - 87,04
Asimetria 0,96 1,02 0,92 0,77 1,34 - 2,41
Error estandar asimetria 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 - 0,48
Curtosis - 0,63 -0,40 -0,81 -0,91 0,59 - 6,74
Error estandar curtosis 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 - 0,93
Amplitud intercuartil (IQC) 31,50 35,52 33,16 37,60 17,05 - 19,02
Test de Kolmogorov— 0,26 0,23 0,25 0,27 0,35 - 0,28
Smirnov, (P) (0) (0,002) (0,001) 0) (0) (0)
Percentiles 10 - 90 0-50,9 0-548  0-50,0 0-54,6  0-32,5 - 0-41,5

En la Tabla 8.3, que describe los valores de hidrofobicidad de superficie de
Escherichia coli tras adicionar hierro al medio de cultivo, no encontramos valores en la
columna correspondiente a la incubacion con vitamina E en blanco, ello se debe a que
todos los resultados medidos en estas condiciones mostraron un valor de 0, por tanto al
comportarse como una constante dificilmente podemos dar valores descritivos para esta
variable. En el resto de las condiciones de cultivo seguimos encontrando los menores
valores de hidrofobicidad tras incubaciéon con melatonina a altas concentraciones y
vitamina E. Existe minima variabilidad de los datos tras incubacion con melatonina 200
uM. Distribuciones practicamente mesocurticas en todos los casos excepto al afadir
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cloranfenicol a concentraciones subletales al medio de cultivo. Como en los casos
previos se rechaza el supuesto de normalidad.
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Tabla 8.4.
Estadistica descriptiva de la adherencia a filtros de nitrocelulosa de Escherichia coli en
medio Miieller-Hinton (MH) tras incubacién con diferentes concentraciones de
melatonina, vitamina E y cloranfenicol + melatonina.

Sin aMT 1 aMT aMT aMT Vit. E Chl. 100

aMT nMol 100 10pM 200 pM pg/ml+
nM aMT 200
MM
Media (DS) 81,38 83,09 83,53 85,75 71,76 89,17 88,64

(19,15) (15,54) (16,48) (17,16  (19,09) (10,80) (11,69)
Intervalo confianza 95%, media  73,1- 76,3- 76,4- 78.,3- 69,5-86 84,5- 83,5-93,7

89,6 89,8 90,6 93,17 93,8
Error estandar media 3,99 3,24 3,43 3,57 3,98 2,25 243
Mediana (DS) 86,22 84,89 84,78 89,62 83,43 91,33 92,44
Varianza 367 241 271 294 364 116 136
Valor minimo 13,35 41,70 38,20 18,89 35,52 53,06 58,53
Valor maximo 98,94 99,65 99,39 99,57 98,03 99,17 99,53
Asimetria -2,18  -1,07 - 1,57 -2,84 -1,13 - 1,85 - 1,37
Error estandar asimetria 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
Curtosis 6,52 0,90 2,51 10,50 0,30 4,58 1,08
Error estandar curtosis 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93
Amplitud intercuartil (IQC) 2243 21,33 19,95 16,74 24,44 13,86 12,92
Test de Kolmogorov— Smirnov, 0,18 0,15 0,17 0,21 0,19 0,17 0,20
(P) (0,052) (0,142) (0,07)  (0,01) (0,02) (0,05) (0,01)
Percentiles 10 - 90 58,4- 57,8- 53,7- 72-99,2  39,5- 75,6- 66,8-98.9

98,1 99,2 99,3 95,9 98,4

La Tabla 8.4 muestra altos porcentajes de adherencia a los filtros de
nitrocelulosa por Escherichia coli incubada en medio Miieller-Hinton + melatonina o
vitamina E. Observamos los valores medios mas bajos en la distribucion
correspondiente a la incubacién con melatonina a una concentracion 200 pM, que no
obstante muestra un intervalo de confianza méas amplio y un intervalo intercuartil
mayor. Las distribuciones son asimétricas con una cola marcada por la izquierda,
leptocurtosis en todos los casos, mas intensa tras incubacion con melatonina a
concentraciones medias. Se rechaza el supuesto de normalidad en todos los casos
excepto en la distribucion correspondiente a incubacién con melatonina 1 nM.

La Tabla 8.5 refiere los datos de adherencia a filtros de nitrocelulosa de
Escherichia coli en medio Miieller-Hinton con restriccion de hierro (EDDA). Los
porcentajes medios de adherencia son altos en todos los casos, si bien mas bajos tras
incubacion con melatonina a una concentraciéon 200 uM, donde la variabilidad de la
distribucion (variancia) es también maxima. El coeficiente de curtosis es maximo tras
incubacion sin adiccion de melatonina y el coeficiente de simetria hace prever la
existencia de una cola por la izquierda. Se rechaza en todos los casos el supuesto de
normalidad.
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Tabla 8.5.
Estadistica descriptiva de la adherencia a filtros de nitrocelulosa de Escherichia coli en
medio Miieller-Hinton + &cido etilen-diamino-dihidroxifenil-acético (MH-EDDA), tras
incubacion con diferentes concentraciones de melatonina, vitamina E y cloranfenicol +

melatonina.
Sin aMT aMT aMT aMT aMT Vit. E  Chl. 100
1 nM 100 10 pM 200 pM mcg/ml+
nM aMT 200
MM
Media (DS) 78,85 7595 79,78 76,95 71,81 86,26 83,51
(24,16) (19,99) (16,34) (24,09) (24,97) (13,63) (18,09)
Intervalo confianza 95%, media  68,4-89,3 67,3-  72,7- 66,5- 61,0- 80,3- 75,4-91,1
84,6 86,8 87,3 82,6 92,1
Error estandar media 5,03 4,16 3,40 5,02 5,20 2,84 3,77
Mediana (DS) 89,86 78,52 80,96 80,56 79,38 92,88 88,65
Varianza 583 399 267 580 623 185 327
Valor minimo 0 32,80 41,61 19,10 0 5591 33,39
Valor maximo 99,99 99,37 99,37 99,22 98,87 99,35 98,74
Asimetria -1,76 -0,80 -0,66 -1,16 -1,59 -1,18 - 1,51
Error estandar asimetria 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
Curtosis 3,86 -0,13 -0,41 0,40 2,66 0,15 1,77
Error estandar curtosis 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93
Amplitud intercuartil (IQC) 27,85 29,08 24,84 33,50 30,02 17,63 24,99
Test de Kolmogorov— Smirnov, 0,20 0,12 0,16 0,19 0,17 0,21 0,25
(P) (0,01) (0,20) (0,09) (0,02) (0,06) (0,008) (0)
Percentiles 10 - 90 50,7-98,9 38,7-  55,7- 32,6- 28,8- 59,6- 50,2-98.4
97,7 98,5 98,8 97,0 97,7
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Figura 8.5. Diagrama de caja para la variable adherencia a filtros de nitrocelulosa por
Escherichia coli tras incubacion en medio Miieller-Hinton con restriccion de hierro
(EDDA) y presencia de diversas concentraciones de melatonina, melatonina +
cloranfenicol y vitamina E.
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Tabla 8.6.

Estadistica descriptiva de la adherencia a filtros de nitrocelulosa de Escherichia coli en
medio Miieller-Hinton + citrato amonico-ferroso (MH-FAC) tras incubacion con
diferentes concentraciones de melatonina, vitamina E y cloranfenicol + melatonina.

Sin aMT aMT aMT aMT Vit. E Chl. 100
aMT InM 100oM 10pM 200 upM mcg/ml +
aMT 200
pM
Media (DS) 84,86 84,55 84,11 82,20 72,86 90,04 88,62
(13,68) (15,15) (16,54) (20,51) (24,73) (11,14) (11,64)
Intervalo confianza 95%, 78,9- 78,0- 769-91,2  73,3- 62,1- 85,2- 83,5-93,6
media 90,7 91,1 91,0) 83,5 94,8
Error estandar media 2,85 3,15 3,45 4,27 5,15 2,32 2,42
Mediana (DS) 89,14 86,95 91,09 88,88 80,33 95,42 93,92
Varianza 187 229 273 420 611 124 135
Valor minimo 48,79 36,78 36,42 19,10 15,31 61,20 59,29
Valor maximo 99,59 99,82 99,48 99,36 98,77 99,52 99,32
Asimetria - 1,04 - 1,57 -1,33 - 1,87 -0,93 -1,33 - 1,36
Error estandar asimetria 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
Curtosis 0,60 3,23 1,67 3,43 -0,02 0,82 1,15
Error estandar curtosis 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93
Amplitud intercuartil (IQC) 22,21 19,68 22,06 17,94 44,01 15,19 12,95
Test de Kolmogorov— 0,18 0,15 0,18 0,25 0,18 0,22 0,2
Smirnov, (P) (0,03) (0,14) (0,04) 0) (0,03) (0,003) (0,01)
Percentiles 10 — 90 63,9- 63,4- 59,6-99,1 4473- 30,4- 69,8- 65,2-99.0
99,3 99,3 99,2 98,4 99,0
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Figura 8.6. Diagrama de caja para la variable adherencia a la nitrocelulosa de
Escherichia coli incubada en medio Miieller-Hinton con FAC y presencia de diversas
concentraciones de melatonina, melatonina + cloranfenicol y vitamina E.
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La Tabla 8.6 muestra los valores correspondientes a los porcentaje de adherencia
a filtros de nitrocelulosa por parte de Escherichia coli. Conforme a lo comentado en
Tablas anteriores los menores porcentajes de adherencia los encontramos tras
incubacion de Escherichia coli en presencia de melatonina 200 uM. Donde el valor del
error estandar de la media es mayor, asi como la variabilidad de la muestra. Las
distribuciones son todas ellas asimétricas con una cola por la izquierda. El coeficiente
de curtosis muestra valores proximos a cero (mesocurtosis) en las distribuciones
correspondientes a incubacion sin melatonina y melatonina 200 uM. Se rechaza el
supuesto de normalidad en todos los casos excepto tras incubacion con melatonina 1
nM.

8.5.2. Descripcion estadistica de la hidrofobicidad de superficie y adherencia a la
nitrocelulosa de Neisseria meningitidis.

Como puede apreciarse en la Tabla 8.7 los valores medios de la hidrofobicidad
de superficie de Neisseria meningitidis incubada con aMT 200 uM son mayores que la
observada en Neisseria meningitidis incubada con concentraciones menores de aMT;
donde ademas la variabilidad de la muestra es mayor. Al incubar Neisseria meningitidis
en medios MH con vitamina E se observan unos valores medios considerablemente
inferiores que los observados al incubar sin aMT; de forma similar a lo que ocurre al
incubar con aMT 200 puM + cloranfenicol. La distribucion aMT 200 uM es
considerablemente asimétrica con una cola marcada por la izquierda; puede asumirse el
supuesto de normalidad en todos los casos excepto en esta ultima distribucion.
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Figura 8.7. Diagrama de caja para la variable hidrofobicidad de superficie de
Neisseria meningitidis incubada en medio Miieller-Hinton en presencia de diversas
concentraciones de melatonina, melatonina + cloranfenicol y vitamina E.
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Tabla 8.7.
Estadistica descriptiva de la hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis en
medio Miieller-Hinton (MH) tras incubacién con diferentes concentraciones de
melatonina, vitamina E y cloranfenicol + melatonina.

Sin aMT aMT aMT aMT Vit. E Chl. 100
aMT 1 nM 100nM 10pM 200 pM Mg/ml+
aMT 200
M
Media (DS) 57,51 51,18 45,60 50,34 71,79 21,86 34,25
(30,88)  (30,53) (31,79) (32,59) (25,10) (23,15 (33,89)
Intervalo confianza 95%, 25,1- 19,3-83,2 12,2- 16,1- 45.4- -2,4- -1,3-69,8
media 89,9 78,9 84,5 98,1 46,1
Error estandar media 12,60 12,46 12,97 13,30 10,24 9,45 13,83
Mediana (DS) 65,08 45,93 48,22 47,81 80,62 18,36 28,30
Varianza 953 932 1010 1062 630 536 1148
Valor minimo 6,90 6,30 6,20 12,65 21,92 0 0
Valor maximo 94,02 93,50 93,9 92,74 91,73 58,40 77,99
Asimetria -0,78 -0,01 0,32 0,19 -2,15 0,69 0,39
Error estandar asimetria 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Curtosis 0,36 -0,06 -0,39 - 1,88 4,97 - 0,63 - 1,88
Error estandar curtosis 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74
Amplitud intercuartil (IQC) 47,64 49,68 53,07 66,04 23,58 41,62 72.68
Test de Kolmogorov— 0,20 0,18 0,16 0,16 0,36 0,20 0,19
Smirnov, (P) (0,200)  (0,200)  (0,200) (0,200) (0,012) (0,200) (0,200)
Percentiles 10 — 75 6,90- 6,30- 6,20- 12,65- 21,92- 0-41,62 0-72,68

79,17 80,60 67,93 84,08 84,44

La Tabla 8.8 muestra unos valores medios de hidrofobicidad de superficie en
Neisseria meningitidis ligeramente mayores al incubar en medio MH-EDDA con
concentraciones mas altas de aMT. Llama la atencién que las hidrofobicidades medias
practicamente son cero cuando se incuba con vitamina E, algo similar a lo que ocurre al
incubar con aMT + cloranfenicol. Las distribuciones son mas asimétricas en estos
ultimos casos y leptocurticas. El resultado del test de Kolmogorov permite rechazar la
hipotesis de normalidad de la mayoria de las distribuciones.

En la Tabla 8.9 se contintan observando valores de hidrofobicidad de superficie
ligeramente mas altos al incubar con aMT 200 uM en presencia de un suplemento de
hierro en el medio de cultivo. La incubacion con vitamina E o aMT + cloranfenicol
continla mostrando valores de hidrofobicidad de superficie mas bajos. Las
distribuciones son relativamente asimétricas en todos los casos excepto cuando
Neisseria meningitidis es incubada sin aMT o bajas concentraciones de aMT. En la
mayoria de las distribuciones puede asumirse el supuesto de normalidad.
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Tabla 8.8.

Estadistica descriptiva de la hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis en
medio Miieller-Hinton + é4cido etilen-diamino-dihidroxifenil-acético (EDDA), tras
incubacion con diferentes concentraciones de melatonina, vitamina E y cloranfenicol +

melatonina.
Sin aMT Amt aMT aMT aMT Vit. E  Chl. 100
1 nM 100 10 uM 200 uM Hg/ml+
nM aMT 200
M
Media (DS) 65,68 56,48 65,40 72,39 76,66 2,63 11,90
(35,03) (32,31) (32,87) (20,60) (31,32) (6,45) (19,65)
Intervalo confianza 95%, media 28.,9- 22,5- 30,9- 50,7-94  43,7- -4,1-  -8,7-32,5
102,4 90,3 99,9 109,5 9,4
Error estandar media 14,30 13,19 13,42 8,41 12,78 2,63 8,02
Mediana (DS) 83,72 67,96 80,85 75,31 88,36 0 0
Varianza 1227 1044 1080 424 981 41 386
Valor minimo 16 15,97 15,85 36,38 31,32 0 0
Valor maximo 92,76 91,92 94,44 91,73 13,25 15,81 46,47
Asimetria -0,93 -0,61 -0,96 -1,13 -2,36 2,44 1,45
Error estandar asimetria 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Curtosis -1,67 -1,76  -1,24 1,36 5,66 6 0,96
Error estandar curtosis 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74
Amplitud intercuartil (IQC) 68,61 64,83 61,70 34,38 26,03 3,95 30,32
Test de Kolmogorov— Smirnov, 0,33 0,25 0,34 0,20 0,42 0.49 0,39
P) (0,040)  (0,200) (0,029) (0,200) (0,001) (0) (0,004)
Percentiles 10 — 75 16-92,12 15,97- 15,85- 36,38- 13,24- 0-3,95 0-30,32

81,56 89,80 91,56 92,25
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Figura 8.8. Diagrama de caja para la variable hidrofobicidad de superficie de
Neisseria meningitidis incubada en medio Miieller-Hinton con EDDA y presencia de
diversas concentraciones de melatonina, melatonina + cloranfenicol y vitamina E.
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Tabla 8.9.
Estadistica descriptiva de la hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis en
medio Miieller-Hinton + citrato amonico-ferroso (MH-FAC) tras incubacion con
diferentes concentraciones de melatonina, vitamina E y cloranfenicol + melatonina.

Sin aMT aMT aMT aMT Vit. E  Chl. 100

aMT InM 100nM 10 pM 200 pg/mil+
HM aMT 200
M
Media (DS) 52,94 52,46 61,35 60,42 73,47 15,36 26,59
(31,87) (33,39) (28,75) (28,36) (21,22) (21,98) (34)

Intervalo confianza 95%, 19.,4- 17.,4- 31,1- 30,6- 51,1- -1,7- -9-62,2
media 86,3 87,5 91,5 90,1 95,7 38,4
Error estandar media 13,01 13,63 11,73 11,58 8,66 8,97 13,88
Mediana (DS) 44,69 51,82 64,18 61,94 76,14 8,74 18,41
Varianza 1015 1115 826 804 450 483 1156
Valor minimo 7,50 6,90 10,45 14,51 33,58 0 0
Valor maximo 94,78 93,89 94,21 94,06 96,75 58,35 85,20
Asimetria 0,07 -0,07 - 1,12 - 0,64 -1,56 2,01 1,12
Error estandar asimetria 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Curtosis -0,58 - 1,26 1,97 0,26 3,52 4,33 0,72
Error estandar curtosis 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74
Amplitud intercuartil (IQC) 54,08 66,15 40,58 47,11 22,64 26,83 49,45
Test de Kolmogorov— 0,26 0,16 0,23 0,15 0,35 0,31 0,28
Smirnov, (P) (0,200)  (0,200) (0,200) (0,200) (0,018) (0,062)  (0,145)
Percentiles 10 - 75 7,50- 6,90- 10,45- 14,51-  33,58- 0-26,83 0-49,45

87,07 87,05 84,04 85,90 86,94
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Figura 8.9. Diagrama de caja para la variable hidrofobicidad de superficie de
Neisseria meningitidis incubada en medio Miieller-Hinton con FAC y presencia de
diversas concentraciones de melatonina, melatonina + cloranfenicol y vitamina E.
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Tabla 8.10.
Estadistica descriptiva de la adherencia a filtros de nitrocelulosa de Neisseria
meningitidis en medio Miieller-Hinton (MH) tras incubacién con diferentes
concentraciones de melatonina, vitamina E y cloranfenicol + melatonina.

Sin AMT1 AMT AMT aMT Vit. E Chl. 100
aMT nMol 100 10pM 200 pM pg/ml+
nM aMT 200
MM
Media (DS) 89,94 89,04 88,62 89,91 98,66 99,39 99,65
(15,87) (21,07) (23,28) (19,78) (2,48) (1,47) (0,85)
Intervalo confianza 95%, media  73,2- 66,9- 64,1- 69,1- 96-101,2 97,8- 98,7-100,5
106,6 111,1 113 110,6 100,9
Error estandar media 6,48 8,60 9,50 8,07 1,01 0,60 0,35
Mediana (DS) 97,62 444 98 97,62 100 100 100
Varianza 252 21,07 542 391 6 2 0
Valor minimo 58,28 46,15 41,12 49,61 93,81 96,38 97,90
Valor maximo 98,61 98,73 98,84 99,56 100 100 100
Asimetria =222  -241 -244  -243 -2,04 -2,44 -2,44
Error estandar asimetria 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Curtosis 5 5,87 5,98 5,92 4,10 6 6
Error estandar curtosis 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74
Amplitud intercuartil (IQC) 16,42 16,28 15,54 14,49 2,92 0,90 0,52
Test de Kolmogorov— Smirnov, 0,34 0,43 0,47 0,45 0,37 0,49 0,49
(P) (0,022) (0,001) (0) (0) (0,010) (0) (0)
Percentiles 10 - 75 58,28-  46,15- 41,12- 49,61-  93,81- 96,38-  97,90-100
98,15 98,70 98,69 99,04 100 100
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Figura 8.10. Diagrama de caja para la variable adherencia a filtros de nitrocelulosa
por Neisseria meningitidis tras incubacion en medio Miieller-Hinton y presencia de
diversas concentraciones de melatonina, melatonina + cloranfenicol y vitamina E.
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En la Tabla 8.10 se muestran los valores de adherencia de Neisseria meningitidis
a la nitrocelulosa tras incubacion en medio Miieller-Hinton. Se observan porcentajes de
adherencia mayores en las distribuciones correspondientes a incubacion con aMT 200
uM, vitamina E y aMT 200 uM + cloranfenicol a dosis subletales; ademas la
variabilidad de estas distribuciones es minima, apreciandose cierto grado de
leptocurtosis en todas las distribuciones y asimetria con una cola marcada por la
izquierda. No puede asumirse el supuesto de normalidad.

Al incubar Neisseria meningitidis en medio MH-EDDA observamos porcentajes
medios de adherencia a la nitrocelulosa mayores en la distribucion correspondiente a
aMT 200 uM + cloranfenicol, donde el error estandar de la media es muy pequefio y en
consecuencia el intervalo de confianza de la media es mas estrecho. Las distribuciones
son leptocurticas en todos los casos excepto en las incubadas con aMT 1 nM y 10 uM.
Puede aceptarse el supuesto de normalidad de las distribuciones de Neisseria
meningitidis incubadas con concentraciones de aMT mas bajas.

Tabla 8.11.

Estadistica descriptiva de la adherencia a filtros de nitrocelulosa de Neisseria
meningitidis en medio Miieller-Hinton + &cido etilen-diamino-dihidroxifenil-acético
(MH-EDDA), tras incubacion con diferentes concentraciones de melatonina, vitamina E
y cloranfenicol + melatonina.

Sin aMT aMT aMT aMT aMT Vit.tE Chl 100

1nM 100 10 pM 200 pM mcg/ml+
nM aMT 200
MM
Media (DS) 87,56 94,04 91,63 96,19 97,08 96,47 99,91
(10,78)  (3,04) (3,04) (2,63) (3,27)  (5,02) (0,21)
Intervalo confianza 95%, media  76,2-98,8 90,8-  91,6- 93.4- 93,6- 91,2- 99,6-
97,2 84,8 98,9 100,5 101,7 100,1
Error estandar media 4,40 1,24 2,62 1,07 1,33 2,05 0,088
Mediana (DS) 88,23 93,45 92,63 95,93 97,72 99,43 100
Varianza 116 9 41 6 10 25 4
Valor minimo 71,42 90,19 80,48 92,07 93,26 90 99,47
Valor maximo 98,15 98,58 98,68 99,32 100 100 100
Asimetria - 0,47 0,45 -1,07 -0,38 -0,18 -0,95 -2,44
Error estandar asimetria 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Curtosis - 1,30 -0,56 1,28 -0,02 -2,87 - 1,87 6
Error estandar curtosis 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74
Amplitud intercuartil (IQC) 19,12 5,46 8,81 4,52 6,32 10 0,13
Test de Kolmogorov— Smirnov, 0,21 0,22 0,22 0,17 0,31 0,36 0,49
(P) (0,200) (0,200) (0,200) (0,200) (0,067) (0,011) (0)
Percentiles 10 - 75 71,42-  90,19- 80,48- 92,07- 93,26- 90-100 99,47-100

98,01 97,05 96,32 98,90 100

Diia. M® Carmen Augustin Morales



114

110

100

a0

80

% Adherencia a nitrocelulosa

70

B0

Sin aMT

amT 1 nM

ahT 100 nht

AT 200 meh

aMT 10 mc

aMT + Clh

Incubacion en medio Mieller-Hinton + EDDA

Vit. E

Figura 8.11. Diagrama de caja para la variable adherencia a filtros de nitrocelulosa
por Neisseria meningitidis tras incubacion en medio Miieller-Hinton con restriccion de
hierro (EDDA) y presencia de diversas concentraciones de melatonina, melatonina +
cloranfenicol y vitamina E.

Tabla 8.12.
Estadistica descriptiva de la adherencia a filtros de nitrocelulosa de Neisseria
meningitidis en medio Miieller-Hinton + citrato amonico-ferroso (MH-FAC), tras
incubacion con diferentes concentraciones de melatonina, vitamina E y cloranfenicol +

melatonina.
Sin AMT aMT aMT aMT Vit.E  Chl. 100
aMT I1nM 100nM 10pM 200 pM Mg/ml+
aMT 200
M
Media (DS) 91,69 93,61 89,93 89,23 99,23 99,92 99,73
(10,35) (4,56) (14,23) (16,51) (1,87) (0,11) (0,64)
Intervalo confianza 95%, media 80,8- 88.,8- 74,9- 71,9- 97,2- 99,8-  99-100,4
102,5 98.4 104,8 106,5 101,2 100
Error estandar media 422 1,86 5,81 6,74 0,76 4,66 0,26
Mediana (DS) 94,66 94,23 94,62 96,91 100 100 100
Varianza 107 20 202 272 3 1 0
Valor minimo 72,22 87,78 61,79 57,07 95,40 99,76 98,43
Valor maximo 99,15 98,90 98,91 99,45 100 100 100
Asimetria - 1,69 -0,22 -2,12 -2,02 -2,44 -1,02 -2,44
Error estandar asimetria 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Curtosis 2,98 -2,09 4,71 4,07 6 -1,55 6
Error estandar curtosis 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74
Amplitud intercuartil (IQC) 12,92 8,97 15,34 20,33 1,15 0,21 0,39
Test de Kolmogorov— Smirnov, 0,29 0,21 0,35 0,33 0,49 0,40 0,49
(P) (0,121)  (0,200) (0,016) (0,040) (0) (0,002) (0)
Percentiles 10 - 75 72,22-  87,78-  61,79- 57,07- 9540- 99,76- 98,43-100
98,94 97,76 98,88 99,12 100 100
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Al afadir un suplemento de hierro al medio de cultivo (Tabla 8.12), los
porcentajes de adherencia de Neisseria meningitidis, mas altos los observamos al
incubar el microorganismo con aMT 200 uM, vitamina E y aMT + cloranfenicol; esta
ultima distribucion muestra el error estandar de la media més bajo y en consecuencia
menor intervalo de confianza de la media. Excepto en las distribuciones incubadas con
aMT a concentraciones mas bajas, en ningun caso puede asumirse el supuesto de
normalidad.
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Figura 8.12. Diagrama de caja para la variable adherencia a la nitrocelulosa de
Neisseria meningitidis incubada en medio Miieller-Hinton con FAC y presencia de
diversas concentraciones de melatonina, melatonina + cloranfenicol y vitamina E.

8.6. Inferencia estadistica.

8.6.1. Test de comparacion de un conjunto de muestras relacionadas.

Aunque a priori el conjunto de variables incluidas en este Proyecto de Tesis
Doctoral podrian considerarse tipicas variables biologicas, la realizacion de un test de
Kolmogorov permitié comprobar que en su mayoria las distribuciones no se ajustaban a
la normal, por consiguiente deben utilizarse en este apartado técnicas estadisticas que
tengan en cuenta ese aspecto. Realizamos en consecuencia un test de comparacion de
Wilcoxon para variables relacionadas, al comparar tanto la hidrofobicidad de superficie
como la adherencia a la nitrocelulosa en cepas incubadas sin melatonina y
concentraciones crecientes de melatonina o vitamina E. Seguidamente se muestran los
resultados del test de Wilcoxon, cuyo fundamento se expone en el apartado de Material
y Método.

Diia. M® Carmen Augustin Morales



116

Comparacion de la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli.

En Escherichia coli se observa una disminucion significativa de la
hidrofobicidad de superficie cuando es incubada con aMT 200 uM. La incubacion de
Escherichia coli con concentraciones inferiores a 200 pM no modifica
significativamente la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli. La vitamina E
tambien disminuye de forma estadisticamente significativa la hidrofobicidad de
superficie de Escherichia coli incubada en MH, que es significativamente inferior a la
hidrofobicidad de superficie observada tras incubacion de Escherichia coli con aMT
200 uM; sin embargo, la hidrofobicidad observada en Escherichia coli incubado con
aMT 200 uM + cloranfenicol no difiere de la hidrofobicidad observada con aMT 200
uM; lo que sugiere que a priori la sintesis proteica (inhibida por el cloranfenicol a
concentraciones subletales) carece de efecto sobre los cambios de la hidrofobicidad de
superficie inducidos por la aMT a altas concentraciones.

Tabla 8.13.
Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la hidrofobicidad de
superficie de Escherichia coli incubada en medio Miieller-Hinton (MH); sin aMT vs
distintas concentraciones de melatonina, vitamina E y melatonina + cloranfenicol (Chl).

Suma de Rango Nimero de Z (p)
rangos promedio casos
Sin aMT/aMT 1 nM 66/54 8,2/7,7 8/7 -0,34 (0,73)
Sin aMT/aMT 100 nM 72,5/45,5 8/7,9 9/6 -0,71 (0,47)
Sin aMT/aMT 10 uM 83/37 7,5/9,2 11/4 -1,30 (0,19)
Sin aMT/aMT 200 uM 115/21 8,8/7 13/3 -2,43 (0,01)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 38/67 6,3/8,3 6/8 -0,91 (0,36)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 38/82 6,3/9,1 6/9 -1,25(0,21)
aMT 1 nM/aMT 200 uM 19/101 9,5/7,7 2/13 -2,32 (0,02)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 61/44 8,7/6,2 7/7 -0,53 (0,59)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 12/93 6/7,7 2/12 -2,54 (0,01)
aMT 10 uM/aMT 200 pM 12/93 3/9,3 4/10 -2,54 (0,01)
Sin aMT/Vitamina E 105/0 7,5/0 14/0 -3,29 (0,001)
Sin aMT/aMT 200 uM + Chl 102/34 8,5/8,5 12/4 -1,75 (0,07)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl ~ 85/35 8,5/7 10/5 -1,42 (0,15)
aMT 200 uM/Vitamina E 0/45 0/5 0/9 -2.66 (0.008)

La comparacion de la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli incubada
en medio MH-EDDA (Tabla 8.14), permite observar una hidrofobicidad media
significativamente inferior al adicionar al medio de cultivo vitamina E; asi observamos
diferencias estadisticamente significativas al realizar el test de Wilcoxon entre
Escherichia coli aMT 200 pM y vitamina E; aMT 10 uM y aMT 200 uM; vitamina E y
ausencia de aMT. La hidrofobicidad media resultante de la incubacion con aMT 200
uM o aMT 200 pM + cloranfenicol a concentraciones subletales no difiere
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significativamente, de donde se deduce que en los cambios de hidrofobicidad de
superficie observados con aMT a mayores concentraciones no estan implicados la
sintesis de proteinas —de novo”.
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Figura 8.13. Representacion de los % de hidrofobicidad media de Escherichia coli en
medio MH, MH-EDDA y MH-FAC.
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Figura 8.14. Representacion de los % de adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia
coli en medio MH, MH-EDDA y MH-FAC.
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Tabla 8.14.
Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la hidrofobicidad de
superficie de Escherichia coli incubada en medio Miieller-Hinton con EDDA (MH-
EDDA); sin aMT vs distintas concentraciones de melatonina, vitamina E y melatonina +

cloranfenicol (Chl).
Suma de Rango Nimero Z (p)
rangos promedio de casos

Sin aMT/aMT 1 nM 79/57 8,7/8,1 9/7 -0,56 (0,56)
Sin aMT/aMT 100 nM 61/92 8,7/9,2 7/10 -0,73 (0,46)
Sin aMT/aMT 10 uM 65/55 8,1/7,8 8/7 -0,28 (0,77)
Sin aMT/aMT 200 pM 91/29 8,2/7,2 11/4 -1,76 (0,07)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 106/95 9,64/9,29 11/7 -0,89 (0.37)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 59/77 8,4/8,5 9/7 -0,46 (0,64)
aMT 1 nM/aMT 200 uM 86/50 9,5/7,1 9/7 -0,93 (0,35)
aMT 100 nM/aMT 10 pM 75/61 8,3/8,7 9/7 -0,36 (0,71)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 96/40 8,7/8 11/5 -1,44 (0,14)
aMT 10 uM/aMT 200 uM 77/14 7,7/4,6 10/3 -2,20 (0,02)
Sin aMT/Vitamina E 93/12 7,1/12 13/1 -2,54 (0,01)
Sin aMT/aMT 200 uM + Chl 111/42 10,1/7 11/6 -1,63 (0,1)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl ~ 65/55 6,5/11 10/5 -0,28 (0,77)
aMT 200 uM/Vitamina E 66/12 6/12 11/1 -2,11 (0,03)

Tabla 8.15.

Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la hidrofobicidad de
superficie de Escherichia coli incubada en medio Miieller-Hinton con citrato amonico
ferroso (MH-FAC); sin aMT vs distintas concentraciones de melatonina, vitamina E y

melatonina + cloranfenicol (Chl).

Suma de Rango Numero Z (p)
rangos promedio de casos
Sin aMT/aMT 1 nM 46/90 11,5/7,5 4/12 -1,13 (0,25)
Sin aMT/aMT 100 nM 53,5/51,5 7,6/7,3 717 -0,06 (0,95)
Sin aMT/aMT 10 uM 28/63 5,6/7,8 5/8 -1,22 (0.22)
Sin aMT/aMT 200 pM 61/17 7,6/4,2 8/4 -1,72 (0,08)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 109/44 8,3/11 13/4 -1,53 (0,12)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 77/59 8,5/8,4 9/7 -0,46 (0,64)
aMT 1 nM/aMT 200 uM 116/20 8,3/10 14/2 -2,48 (0,01)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 33/58 5,5/8,3 6/7 -0,87 (0,38)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 88/17 8/5,6 11/3 -2,23 (0.02)
aMT 10 uM/aMT 200 pM 78/13 7,8/4,3 10/3 -2,27(0,02)
Sin aMT/Vitamina E 78/0 6,5/0 12/0 -3,06 (0.002)
Sin aMT/aMT 200 uM + Chl 77/28 7,7/7 10/4 -1,54 (0,12)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl ~ 33/58 6,6/7,25 5/8 -0,87 (0,38)
aMT 200 uM/Vitamina E 45/0 5/0 9/0 -2,66 (0,008)
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Al suplementar el medio de cultivo (MH) con citrato amoénico-ferroso (Tabla
8.15), la hidrofobicidad de superficie media de Escherichia coli incubada con vitamina
E contintia siendo muy inferior de la observada en las otras situaciones; en concreto, la
incubacion con aMT 200 uM también disminuye la hidrofobicidad de superficie de
Escherichia coli, aunque menos que la vitamina E. Al comparar la hidrofobicidad de
Escherichia coli en aMT 200 uM y aMT 200 uM + cloranfenicol a dosis subletales, no
observamos diferencias significativas.

Comparacion de la adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia coli.

En la Tabla 8.16 se muestran los resultados de la comparacion de los porcentajes
de adherencia a la nitrocelulosa por Escherichia coli incubada en medio MH con aMT a
una concentracion 200 uM origina una disminucién estadisticamente significativa en los
porcentajes de adherencia a la nitrocelulosa, a diferencia de la incubacioén con vitamina
E que la aumenta. Al adicionar aMT + cloranfenicol al medio de cultivo se revierten en
parte las modificaciones de la adherencia a la nitrocelulosa que describimos para
Escherichia coli incubado con aMT 200 uM sola. La comparacion de la adherencia a la
nitrocelulosa de Escherichia coli incubado sin aMT o con vitamina E no permite
observar diferencias estadisticamente significativas, por lo que a priori podemos
deducir que la vitamina E ejerce pocas modificaciones sobre la adherencia a la
nitrocelulosa de Escherichia coli incubada en MH.

Tabla 8.16.
Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la adherencia a la
nitrocelulosa de Escherichia coli incubada en medio Miieller-Hinton (MH); sin aMT vs
distintas concentraciones de melatonina, vitamina E y melatonina + cloranfenicol (Chl).

Suma de Rango Numero Z (p)
rangos promedio de casos

Sin aMT/aMT 1 nM 118/158 13,/11,3 9/14 -0,60 (0,54)
Sin aMT/aMT 100 nM 108/168 10,8/12,9 10/13 -0,91 (0,36)
Sin aMT/aMT 10 uM 101/175 11,2/12,5 9/14 -1,12 (0,26)
Sin aMT/aMT 200 pM 168/108 12/12 14/9 -0,91 (0,36)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 120/156 12/12 10/13 -0,54 (0,58)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 92/184 10,2/13,1 9/14 -1,39(0,16)
aMT 1 nM/aMT 200 uM 173/103 13,3/10,3 13/10 -1,06 (0,28)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 76/200 10,8/12,5 7/16 -1,88 (0,06)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 186/90 13,3/10 14/9 -1,46 (0,14)
aMT 10 uM/aMT 200 uM 213/63 14,2/7,8 15/8 -2,28 (0,02)
Sin aMT/Vitamina E 85/191 10,6/12,7 8/15 -1,61 (0,1)
Sin aMT/aMT 200 pM + Chl 91/185 10,1/13,2 9/14 -1,43 (0,15)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl ~ 54/222 10,8/12,3 5/18 -2,55(0,01)
aMT 200 uM/Vitamina E 58/218 9,6/12,8 6/17 -2,43 (0,01)
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Tabla 8.17.
Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la adherencia a la
nitrocelulosa de Escherichia coli incubada en medio Miieller-Hinton con EDDA (MH-
EDDA); sin aMT vs distintas concentraciones de melatonina, vitamina E y melatonina +

cloranfenicol (Chl).
Suma de Rango Nimero Z (p)
rangos promedio de casos

Sin aMT/aMT 1 nM 127/104 11,5/10,4 11/10 -0,4 (0,68)
Sin aMT/aMT 100 nM 156/120 12/12 13/10 -0,54 (0,58)
Sin aMT/aMT 10 uM 156/120 14/10 11/12 -0,54 (0,58)
Sin aMT/aMT 200 uM 162/69 12,4/8,6 13/8 -1,61 (0,10)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 116/137 8,9/15,2 13/9 -0,34 (0,73)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 120/156 13,3/11,1 9/14 -0,54 (0,58)
aMT 1 nM/aMT 200 pM 161,5/114,5 13,4/10,4 12/11 -0,71 (0,47)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 135/141 11,2/12,8 12/11 -0,09 (0,92)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 181/95 13,9/9,5 13/10 -1,30 (0,19)
aMT 10 uM/aMT 200 pM 173/103 13,3/10,3 13/10 -1,06 (0,28)
Sin aMT/Vitamina E 102/174 10,2/13,4 10/13 -1,09 (0,27)
Sin aMT/aMT 200 uM + Chl 139/137 11,5/12,4 12/11 -0,03 (0,97)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl ~ 67/209 8,3/13,9 8/15 -2,16 (0,03)
aMT 200 pM/Vitamina E 42/234 10,5/12,3 4/19 -2,92 (0,004)

La adiccion de un quelante del hierro al medio de cultivo (Tabla 8.17) tiene un
doble efecto sobre el metabolismo de la bacteria, por un lado el de restringir un
elemento necesario para el normal crecimiento del microorganismo por intervenir en
multitud de procesos enzimaticos, por otro lado disminuir la generacion de radicales
libres relacionados con la presencia de hierro en el entorno del microorganismo. La
adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia coli incubada con aMT disminuye con la
concentracion creciente de aMT; sin embargo, la disminucion de la adherencia resulta
inhibida con el cloranfenicol a dosis subletales, que inhibe la sintesis proteica del
microorganismo. No observamos diferencias entre la adherencia a la nitrocelulosa de las
bacterias incubadas con vitamina E y aquellas incubadas sin aMT.

En la Tabla 8.18 se muestran los resultados del test de comparaciéon de la
adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia coli tras afadir un suplemento de hierro al
medio de cultivo. Observamos que no existen diferencias significativas entre los valores
medios de las muestras incubadas sin aMT y con vitamina E; si encontramos diferencias
significativas entre las muestras incubadas con aMT 200 uM y sin aMT. Al adicionar
cloranfenicol se anula el efecto descrito para las muestras incubadas con aMT 200 pM;
este hecho podria implicar a la sintesis proteica —de novo” en los cambios observados en
la adherencia a la nitrocelulosa al incubar con aMT 200 uM.
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Figura 8.15. Representacion de los % de hidrofobicidad media de Neisseria
meningitidis en medio MH, MH-EDDA y MH-FAC.

Figura 8.16. Representacion de los % de adherencia a la nitrocelulosa de Neisseria
meningitidis en medio MH, MH-EDDA y MH-FAC.
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Tabla 8.18.

Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la adherencia a la
nitrocelulosa de Escherichia coli incubada en medio Miieller-Hinton con citrato
amonico ferroso (MH-FAC); sin aMT vs distintas concentraciones de melatonina,
vitamina E y melatonina + cloranfenicol (Chl).

Suma de Rango Numero Z (p)
rangos promedio de casos
Sin aMT/aMT 1 nM 139/137 12,6/11,4 11/12 -0,03 (0,97)
Sin aMT/aMT 100 nM 168/108 10,5/15,4 16/7 -0,91 (0,36)
Sin aMT/aMT 10 uM 158/118 12,1/11,8 13/10 -0,61 (0,54)
Sin aMT/aMT 200 uM 226/50 12,5/10 18/5 -2,67 (0,007)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 181/95 12,9/10,5 14/9 -1,31 (0,19)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 153/123 11,7/12,3 13/10 -0,45 (0,64)
aMT 1 nM/aMT 200 uM 230/46 14,3/6,5 16/7 -2,80 (0,005)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 124/152 12,4/11,6 10/13 -0,42 (0,67)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 206/70 13,7/8,7 15/8 -2,06 (0,03)
aMT 10 uM/aMT 200 uM 202/74 13,4/9,2 15/8 -1,94 (0,052)
Sin aMT/Vitamina E 88/188 8,8/14,4 10/13 -1,52 (0,12)
Sin aMT/aMT 200 uM + Chl 121/155 10/14 12/11 -0,51 (0,60)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl ~ 44/232 7,3/13,6 6/17 -2,86 (0,004)
aMT 200 uM/Vitamina E 41/235 6,8/13,8 6/17 -2,95 (0,003)

Comparacion de la hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis.

Las Tablas 8.19 a 8.21 muestran los resultados del test de comparacion de
Wilcoxon entre las hidrofobicidades de superficie de Neisseria meningitidis incubada
con distintas concentraciones de aMT. Independientemente de la concentracion de
hierro en el medio de cultivo los resultados permiten afirmar la existencia de una
disminucion de la hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis cuando se
incuba con vitamina E. La aMT induce un incremento progresivo de la hidrofobicidad
de superficie, que unicamente es estadisticamente significativo con concentraciones de
aMT del rango de 200 uM.; sin embargo, la suplementacion del medio de cultivo con
cloranfenicol a dosis subletales revierte el efecto observado por la aMT 200 uM e
incluso disminuye la hidrofobicidad de superficie de forma estadisticamente
significativa por debajo de la hidrofobicidad observada en Neisseria meningitidis
incubada sin aMT. Las modificaciones de hidrofobicidad de superficie observadas para
Neisseria meningitidis incubada en MH-EDDA y MH-FAC son superponibles a las
comentadas hasta aqui.
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Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la hidrofobicidad de

Tabla 8.19.

superficie de Neisseria meningitidis incubada en medio Miieller-Hinton (MH); sin aMT
vs distintas concentraciones de melatonina, vitamina E y melatonina + cloranfenicol

(Chl).
Suma de Rango Nimero de Z (p)

rangos promedio casos (+/-)
Sin aMT/aMT 1 nM 17/4 3,4/4 1/5 -1,36 (0,17)
Sin aMT/aMT 100 nM 14/7 3,5/3,5 2/4 -0,73 (0,46)
Sin aMT/aMT 10 uM 10/11 3,3/3,6 373 -0,10 (0,91)
Sin aMT/aMT 200 uM 1/20 1/4 5/1 -1,99 (0,04)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 12/9 4/3 373 -0,31 (0,75)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 9/12 3/4 373 -0,31 (0,75)
aMT 1 nM/aMT 200 pM 1/20 1/4 5/1 -1,99 (0,04)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 8/13 2,6/4,3 373 -0,52 (0,60)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 1/20 1/4 5/1 -1,99 (0,04)
aMT 10 uM/aMT 200 uM 2/19 2/3,8 5/1 -1,78 (0,07)
Sin aMT/Vitamina E 21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)
Sin aMT/aMT 200 pM + Chl 19/2 3,82 /5 -1,78 (0,07)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl  21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)
aMT 200 puM/Vitamina E 21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)

Tabla 8.20.

Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la hidrofobicidad de

superficie de Neisseria meningitidis incubada en medio Miieller-Hinton con EDDA

(MH-EDDA); sin aMT vs distintas concentraciones de melatonina, vitamina E y

melatonina + cloranfenicol (Chl).

Suma de Rango Numero de Z (p)
rangos promedio casos (+/-)
Sin aMT/aMT 1 nM 19/2 3,82 1/5 -1,78 (0,07)
Sin aMT/aMT 100 nM 10/11 3,3/3,6 373 -0,10 (0,91)
Sin aMT/aMT 10 uM 8/13 2,6/4,3 373 -0,52 (0,60)
Sin aMT/aMT 200 uM 9/12 4,5/3 4/2 -0,31 (0,75)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 1/20 1/4 5/1 -1,99 (0,04)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 1/20 4/1 5/1 -1,99 (0,04)
aMT 1 nM/aMT 200 pM 1/20 4/1 5/1 -1,99 (0,04)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 9/12 3/4 373 -1,31 (0,75)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 7/14 3,5/3,5 4/2 -0,73 (0,46)
aMT 10 uM/aMT 200 uM 6/15 3/3 4/2 -0,94 (0,34)
Sin aMT/Vitamina E 21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)
Sin aMT/aMT 200 uM + Chl 21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl ~ 21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)
aMT 200 puM/Vitamina E 21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)
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Tabla 8.21.

Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la hidrofobicidad de
superficie de Neisseria meningitidis incubada en medio Miieller-Hinton con citrato
amonico ferroso (MH-FAC); sin aMT vs distintas concentraciones de melatonina,

vitamina E y melatonina + cloranfenicol (Chl).

Suma de Rango Nimero de Z (p)
rangos promedio casos (+/-)
Sin aMT/aMT 1 nM 11/10 3,6/3,3 3/3 -0,10 (0,91)
Sin aMT/aMT 100 nM 4/17 2/4,2 4/2 -1,36 (0,17)
Sin aMT/aMT 10 uM 3/18 1,5/4,5 4/2 -1,57 (0,11)
Sin aMT/aMT 200 uM 1/20 1/4 5/1 -1,99 (0,04)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 3/18 3/3,6 5/1 -1,57 (0,11)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 5/16 2,5/4 4/2 -1,15 (0,24)
aMT 1 nM/aMT 200 uM 1/20 1/4 5/1 -1,99 (0,04)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 7/14 3,5/3,5 4/2 -0,73 (0,46)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 0/21 0/3,5 6/0 -2,20 (0,02)
aMT 10 uM/aMT 200 pM 0/21 0/3,5 6/0 -2,20 (0,02)
Sin aMT/Vitamina E 21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)
Sin aMT/aMT 200 uM + Chl 21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl  21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)
aMT 200 uM/Vitamina E 21/0 3,5/0 0/6 -2,20 (0,02)

Comparacion de la adherencia de Neisseria meningitidis a la nitrocelulosa.

La adherencia a filtros de nitrocelulosa por Neisseria meningitidis, s6lo se
incrementa significativamente en presencia de aMT cuando suplementamos el medio de
cultivo con hierro, en concreto observamos diferencias estadisticamente significativas al
incubar con aMT a una concentraciéon de 200 uM. En medio MH y MH-EDDA sélo
observamos diferencias estadisticamente significativas entre la adherencia a filtros de
nitrocelulosa de Neisseria meningitidis incubada sin aMT e incubada con aMT 200 uM
+ cloranfenicol a concentraciones subinhibitorias. En medio de cultivo MH-FAC
observamos diferencias significativas en la adherencia a filtros de nitrocelulosa entre
Neisseria meningitidis incubada con vitamina E y sin ella; la incubacion con aMT 200
uM + cloranfenicol induce un aumento de la adherencia a filtros similar a la obtenida
tras incubacion con vitamina E; de hecho no obtenemos diferencias significativas entre
adherencias a filtros al comparar Neisseria meningitidis incubada con vitamina E y aMT
+ cloranfenicol, exista o no suplementacion con hierro en el medio de cultivo.
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Tabla 8.22.
Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la adherencia a la
nitrocelulosa de Neisseria meningitidis incubada en medio Miieller-Hinton (MH); sin
aMT vs distintas concentraciones de melatonina, vitamina E y melatonina +

cloranfenicol (Chl).
Suma de Rango Nimero de Z (p)

rangos promedio casos (+/-)
Sin aMT/aMT 1 nM 6/15 6/3 5/1 -0,94 (0,34)
Sin aMT/aMT 100 nM 7/14 3,5/3,5 4/2 -0,73 (0,46)
Sin aMT/aMT 10 uM 8/13 4/3,2 4/2 -0,52 (0,60)
Sin aMT/aMT 200 uM 4/17 4/3,4 5/1 -1,36 (0,17)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 12/9 4/3 373 -0,31 (0,75)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 5/16 2,5/4 4/2 -1,15 (0,24)
aMT 1 nM/aMT 200 uM 5/16 2,5/4 4/2 -1,15 (0,24)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 9/12 3/4 3/3 -0,31 (0,75)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 6/15 3/3,7 4/2 -0,94 (0,34)
aMT 10 uM/aMT 200 uM 5/16 5/3,2 5/1 -1,15 (0,24)
Sin aMT/Vitamina E 2/19 2/3,8 5/1 -1,78 (0,07)
Sin aMT/aMT 200 uM + Chl 1/20 1/4 5/1 -1,99 (0,04)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl  0/3 0/1,5 2/0 -1,34 (0,18)
aMT 200 puM/Vitamina E 1/2 1/2 1/1 -0,44 (0,65)

Tabla 8.23.

Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la adherencia a la
nitrocelulosa de Neisseria meningitidis incubada en medio Miieller-Hinton con EDDA

(MH-EDDA); sin aMT vs distintas concentraciones de melatonina, vitamina E y

melatonina + cloranfenicol (Chl).

Suma de Rango Numero de Z (p)
rangos promedio casos (+/-)
Sin aMT/aMT 1 nM 5/16 2,5/4 4/2 -1,15 (0,24)
Sin aMT/aMT 100 nM 5/16 2,5/4 4/2 -1,15 (0,24)
Sin aMT/aMT 10 uM 3/18 3/3,6 5/1 -1,57 (0,11)
Sin aMT/aMT 200 uM 5/16 2,5/4 4/2 -1,15(0,24)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 14/7 4,6/2,3 373 -0,73 (0,46)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 2/19 2/3,8 5/1 -1,78 (0,07)
aMT 1 nM/aMT 200 pM 4/17 2/3,8 4/2 -1,36 (0,17)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 0/21 0/3,5 6/0 -2,20 (0,02)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 3/18 3/3,6 5/1 -1,57 (0,11)
aMT 10 uM/aMT 200 uM 9/12 3/4 373 -0,31 (0,75)
Sin aMT/Vitamina E 3/18 3/3,6 5/1 -1,57 (0,11)
Sin aMT/aMT 200 uM + Chl 0/21 0/3,5 6/0 -2,20 (0,02)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl  1/9 1/3 3/1 -1,46 (0,14)
aMT 200 pM/Vitamina E 8/7 2,6/3,5 2/3 -0,13 (0,89)

Diia. M® Carmen Augustin Morales



126

Tabla 8.24.

Test de comparacion de Wilcoxon para datos pareados de la adherencia a la
nitrocelulosa de Neisseria meningitidis incubada en medio Miieller-Hinton con citrato
amonico ferroso (MH-FAC); sin aMT vs distintas concentraciones de melatonina,
vitamina E y melatonina + cloranfenicol (Chl).

Suma de Rango Nimero de Z (p)
rangos promedio casos (+/-)

Sin aMT/aMT 1 nM 10/11 3,3/3,6 3/3 -0,10 (0,91)
Sin aMT/aMT 100 nM 6/15 6/3 5/1 -0,94 (0,34)
Sin aMT/aMT 10 uM 9/12 4,5/3 5/1 -0,31 (0,75)
Sin aMT/aMT 200 uM 0/21 0/3,5 6/0 -2,20 (0,02)
aMT 1 nM/aMT 100 nM 9/12 3/4 3/3 -0,31 (0,75)
aMT 1 nM/aMT 10 uM 10/11 52,7 4/2 -0,10 (0,91)
aMT 1 nM/aMT 200 uM 0/21 0/3,5 6/0 -2,20 (0,02)
aMT 100 nM/aMT 10 uM 11/10 5,5/2,5 4/2 -0,10 (0,91)
aMT 100 nM/aMT 200 uM 0/21 0/3,5 6/0 -2,20 (0,02)
aMT 10 uM/aMT 200 pM 0/21 0/3,5 6/0 -2,20 (0,02)
Sin aMT/Vitamina E 0/21 0/3,5 6/0 -2,20 (0,02)
Sin aMT/aMT 200 uM + Chl 1/20 1/4 5/1 -1,99 (0,04)
aMT 200 uM/ aMT 200 uM + Chl  1/2 12 1/1 -0,44 (0,65)
aMT 200 uM/Vitamina E 3/3 1,5/3 1/2 0(1)

Comparacion de la influencia del contenido de hierro en el medio de cultivo sobre la
hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli y Neisseria meningitidis.

Para este analisis utilizamos test no paramétricos que permiten comparar varias
variables relacionadas; el fundamento del analisis del test de Friedman se desarrolla en
el capitulo de Material y Métodos.

La diferente concentracion de hierro del medio de cultivo no parace ser un factor
decisorio a la hora de explicar la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli; en las
Tablas que siguen hemos comparado las hidrofobicidades de superficie de Escherichia
coli incubada en presencia de cada concentracion de aMT estudiada, vitamina E o aMT
+ cloranfenicol. Se muestran los valores de los rangos promedio de cada distribucion.

La hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis se muestra
significativamente inferior cuando Neisseria meningitidis se cultiva en presencia de una
concentracion estandar de hierro (medio Miieller-Hinton) y aMT a concentraciones de
10 uM. Con el resto de las concentraciones de aMT no observamos diferencias
significativas en la hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis incubada en
presencia de concentraciones de hierro diferentes en el medio de cultivo.
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Tabla 8.25.
Resultados del analisis del test de Friedman sobre la influencia del contenido de hierro
del medio de cultivo Miieller-Hinton sobre la hidrofobicidad de superficie de
Escherichia coli.

Rango Rango Rango Xz gl p

premedio promedio promedio

MH- MH MH-FAC
EDDA
Sin aMT 2,17 2,00 1,83 2,13 2 034
aMT 1 nM 2,11 1,89 2,00 0,74 2 0,68
aMT 100 nM 2,22 1,85 1,93 1,59 2 0,27
aMT 10 uM 1,96 1,96 2,09 0,46 2 0,79
aMT 200 pM 2,11 1,91 1,98 0,85 2 0,65
aMT + Chl 2,17 1,89 1,93 1,66 2 0,43
Vitamina E 2,07 2,00 1,93 2,00 2 0,36
Tabla 8.26.

Resultados del analisis del test de Friedman sobre la influencia del contenido de hierro
del medio de cultivo Miieller-Hinton sobre la hidrofobicidad de superficie de Neisseria
meningitidis.

Rango Rango Rango ' gl p

premedio promedio promedio

MH- MH MH-FAC
EDDA
Sin aMT 2,33 1,67 2,00 1,33 2 0,51
aMT 1 nM 2,17 1,50 2,33 233 2 031
aMT 100 nM 2,67 1,33 2,00 533 2 0,06
aMT 10 uM 2,67 1,17 2,17 7,00 2 0,03
aMT 200 pM 2,50 1,50 2,00 3,00 2 0,22
aMT + Chl 1,50 2,17 2,33 3,50 2 0,17
Vitamina E 1,50 2,50 2,00 450 2 0,10

Comparacion de la influencia del contenido de hierro en el medio de cultivo sobre la
adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia coli y Neisseria meningitidis.

La diferente concentracion de hierro del medio de cultivo no parace ser un factor
decisorio a la hora de explicar la adherencia a los filtros de nitrocelulosa en Escherichia
coli y Neisseria meningitidis; en la Tabla que sigue hemos comparado la adherencia a la
nitrocelulosa de estos microorganismos incubados en presencia de cada concentracion
de aMT estudiada, vitamina E o aMT + cloranfenicol; tan solo cuando incubamos
Escherichia coli con aMT 1 nM observamos un porcentaje de adherencia a la
nitrocelulosa estadisticamente inferior en el cultivo MH-EDDA. Neisseria meningitidis
no muestra diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de adherencia a
la nitrocelulosa en funcion de la concentracion de hierro del medio de cultivo.
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Tabla 8.27.
Resultados del analisis del test de Friedman. Influencia del contenido de hierro del
medio de cultivo (Miieller-Hinton) sobre la adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia
coli.

Rango Rango Rango X gl p
premedio promedio promedio

MH- MH MH-FAC
EDDA
Sin aMT 1,67 2,09 2,24 3,97 2 0,13
aMT 1 nM 1,46 2,26 2,28 10,3 2 0,006
aMT 100 nM 1,70 2,35 1,96 5,00 2 0,07
aMT 10 pM 1,67 2,09 2,24 3,97 2 0,13
aMT 200 uM 1,76 1,96 2,28 3,23 2 0,19
aMT + Chl 1,83 2,00 2,17 1,39 2 0,50
Vitamina E 1,74 2,04 2,22 2,69 2 0,26
Tabla 8.28.

Resultados del anélisis del test de Friedman. Influencia del contenido de hierro del
medio de cultivo (Miieller-Hinton) sobre la adherencia a la nitrocelulosa de Neisseria
meningitidis.

Rango Rango Rango X gl p
premedio promedio promedio

MH- MH MH-FAC
EDDA
Sin aMT 1,50 1,83 2,67 433 2 0,11
aMT | nM 1,67 2,50 1,83 233 2 031
aMT 100 nM 1,67 2,00 2,33 1,33 2 0,51
aMT 10 uM 1,83 2,17 2,00 033 2 0,84
aMT 200 uM 1,67 2,08 2,25 2,00 2 0,36
aMT + Chl 2,00 1,92 2,08 028 2 0,86
Vitamina E 1,42 2,33 2,25 435 2 0,11

‘r¢”’ de Spearman.

8.6.2. Estudio de correlacion *

Se puede demostrar que para cualquier conjunto de datos, " se encuentra entre
+1 y -1 y en consecuencia asignar a la asociacion entre dos variables un coeficiente que
represente la intensidad con que los valores de una variable (x) se aproximan a los de
otra variable (y). Este método estadistico de indudable utilidad tiene no obstante
algunos inconvenientes ya que puede verse influido por la existencia de valores
extremos que fuerzan una relacion aparente mas intensa, sin que exista en realidad un
paralelismo entre los valores de las variables x e y. Por tanto como continuacion a esta
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herramienta estadistica y previa normalizacion de las variables se hace necesario
realizar un estudio de regresion que mas tarde comentaremos. Seguidamente
presentamos los valores de correlacion entre la hidrofobicidad de superficie y
adherencia a la nitrocelulosa en microorganismos incubados con concentraciones
diferentes de hierro y diferentes concentraciones de melatonina.

Tabla 8.29.

Resultados del estudio de correlacion r de Spearman entre la hidrofobicidad de
superficie de Escherichia coli incubada sin aMT vy distintas concentraciones de hierro,
con la hidrofobicidad de superficie obtenida tras incubacion con aMT a distintas
concentraciones y vitamina E.

EDDA-MH MH FAC-MH
Sin aMT Sin aMT Sin aMT
aMT 1 nM
EDDA-MH r=0,76; p=0,000 r=0,67; p=0,000 1r=0,59; p=0,003
MH r=0,83; p=0,000 r~=0,88; p=0,000 r=0,78; p=0,000
FAC-MH r=0,81; p=0,000 r=0,91; p=0,000 r=0,85; p=0,000
aMT 100 nM
EDDA-MH r=0,79; p=0,000 r~=0,84; p=0,000 r=0,75; p=0,000
MH r=0,68; p=0,000 r~=0,89; p=0,000 r=0,84; p=0,000
FAC-MH r=0,65; p=0,000 r~=0,85; p=0,000 r=0,82; p=0,000
aMT 10 uM
EDDA-MH r=0,79; p=0,000 r~=0,75; p=0,000 r=0,78; p=0,000
MH r=0,72; p=0,000 r~=0,90; p=0,000 r=0,86; p=0,000
FAC-MH r=0,76; p=0,000 r~=0,93; p=0,000 r=0,88; p=0,000
aMT 200 uM
EDDA-MH r=0,58; p=0,003 r~=0,64; p=0,001 r=0,73; p=0,000
MH r=0,27; p=0,212  r=0,33; p=0,124 1=0,39; p=0,065
FAC-MH r=0,40; p=0,056 r~=0,64; p=0,001 r=0,73; p=0,000
aMT 200 uM + Chl
EDDA-MH r=0,42; p=0,046 1~=0,43; p=0,038 r=0,43; p=0,036
MH r=0,32; p=0,127 1~=0,57; p=0,004 r=0,53; p=0,009
FAC-MH r=0,37; p=0,075 r=0,71; p=0,000 r=0,66; p=0,001
Vitamina E
EDDA-MH r=0,35; p=0,093 r= - p= - 1=0,23; p=0,279
MH r=-0,23; p=0,287 1~0,09; p=0,652 r=0,13; p=0,536
FAC-MH = - p= - r—=0,27; p=0,197 1= - p= -

A diferencia de lo que suele ocurrir en otro tipo de estudios, nos interesa en el
analisis de correlacion del presente estudio, analizar qué grupos de variables no estan
estadisticamente correlacionadas, ello podria indicar que se han introducido
modificaciones en el medio de cultivo que hacen a la hidrofobicidad de superficie de
Escherichia coli diferente segun cual sea el medio de cultivo considerado. Observamos
que la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli incubada con aMT 200 uM en
medio MH no se correlaciona con la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli
sin aMT; similares observaciones podemos hacer en referencia a la hidrofobicidad de
Escherichia coli incubada sin aMT en medio MH-EDDA y la hidrofobicidad de
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Escherichia coli incubada con aMT + cloranfenicol. Por su parte las hidrofobicidades de
superficie de Escherichia coli incubada con y sin vitamina E, tampoco se correlacionan
significativamente; al igual que Escherichia coli incubado con vitamina E y con aMT
200 uM, lo que podria sugerir efectos diferentes de estas sustancias sobre la
hidrofobicidad de superficie de este microorganismo.

Tabla 8.30.

Resultados del estudio de correlacion r de Spearman entre la adherencia a filtros de
nitrocelulosa de Escherichia coli incubada sin aMT y distintas concentraciones de
hierro, con la adherencia a filtros de nitrocelulosa obtenida tras incubacion con aMT a
distintas concentraciones y vitamina E.

EDDA-MH MH FAC-MH
Sin aMT Sin aMT Sin aMT

aMT 1 nM

EDDA-MH r=0,47; p=0,023 1~0,66; p=0,001 r=0,69; p=0,000

MH r=0,54; p=0,008 r~0,76; p=0,000 r=0,77; p=0,000

FAC-MH 1=0,68; p=0,000 1=0,93; p=0,000 r=0,83; p=0,000
aMT 100 nM

EDDA-MH 1=0,44; p=0,032 1=0,56; p=0,005 1=0,59; p=0,003

MH 1=0,37; p=0,076 1=0,55; p=0,006 1=0,56; p=0,005

FAC-MH 1=0,37; p=0,077 1=0,61; p=0,002 r=0,69; p=0,000
aMT 10 uM

EDDA-MH r=0,59; p=0,003 r~=0,72; p=0,000 r=0,72; p=0,000

MH r=0,40; p=0,055 r~0,57; p=0,005 r=0,69; p=0,000

FAC-MH r=0,58; p=0,003 r~=0,72; p=0,000 r=0,73; p=0,000
aMT 200 uM

EDDA-MH r=0,41; p=0,049  r~0,40; p=0,058 r=0,39; p=0,064

MH r=0,29; p=0,177  1~0,31; p=0,139 1~=0,37; p=0,077

FAC-MH r=0,33; p=0,121  r~0,61; p=0,002 r~=0,49; p=0,016
aMT 200 uM + Chl

EDDA-MH r=0,33; p=0,117  1=0,36; p=0,089 1=0,38; p=0,073

MH r=0,15; p=0,491  r~0,33; p=0,117 1r~=0,36; p=0,085

FAC-MH r=0,23; p=0,282  r~0,32; p=0,130 r~=0,34; p=0,106
Vitamina E

EDDA-MH r=0,27; p=0,203  r=0,41; p=0,047 1~=0,37; p=0,075

MH r=0,16; p=0,464 r~=0,26; p=0,220 r~=-0,38; p=0,073

FAC-MH r=0,17, p=0,415  r~0,36; p=0,087 r~=0,33; p=0,119

En lo referente al estudio de correlacion de adherencia a filtros de nitrocelulosa
por Escherichia coli (Tabla 8.30), no encontramos correlaciones estadisticamente
significativas entre Escherichia coli incubado en medio MH, MH-EDDA y MH-FAC
sin aMT y la adherencia a filtros obtenida tras incubar con aMT 200 uM + cloranfenicol
o vitamina E. Solamente en medios de cultivo suplementados con hierro observamos
una fuerte correlacion entre la adherencia a filtros de nitrocelulosa de Escherichia coli
incubada sin aMT y con aMT a concentraciones 200 uM.
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Tabla 8.31.

Resultados del estudio de correlacion r de Spearman entre la hidrofobicidad de
superficie de Neisseria meningitidis incubada sin aMT y distintas concentraciones de
hierro, con la hidrofobicidad de superficie obtenida tras incubacion con aMT a distintas
concentraciones y vitamina E.

EDDA-MH MH FAC-MH
Sin aMT Sin aMT Sin aMT

aMT 1 nM

EDDA-MH r=0,88; p=0,019 r~0,60; p=0,208 r=0,77; p=0,072

MH r=0,54; p=0,266 1~0,82; p=0,042 1r=0,94; p=0,005

FAC-MH r=0,54; p=0,266 1~0,82; p=0,042 1r=0,94; p=0,005
aMT 100 nM

EDDA-MH r=0,77; p=0,072 1~0,37; p=0,468 r=0,54; p=0,266

MH 1=0,77; p=0,072 1~=0,48; p=0,329 r=0,54; p=0,256

FAC-MH 1=0,42; p=0,397 1~=0,94; p=0,005 r=1,00; p=0,000
aMT 10 uM

EDDA-MH 1=0,65; p=0,156 1=0,54; p=0,266 1~0,77; p=0,072

MH 1=0,77; p=0,072 1~=0,65; p=0,156 1~=0,82; p=0,042

FAC-MH 1=0,77; p=0,072 1~=0,65; p=0,156 1~0,82; p=0,042
aMT 200 uM

EDDA-MH r=0,37; p=0,468 r1~0,94; p=0,005 r~=0,88; p=0,019

MH r=0,82; p=0,042 r=0,60; p=0,208 r=0,65; p=0,156

FAC-MH r=0,54; p=0,266 1~0,82; p=0,042 1r=0,94; p=0,005
aMT 200 uM + Chl

EDDA-MH r=0,30; p=0,305 r~0,50; p=0,305 1r=0,50; p=0,305

MH r=0,75; p=0,321 1~0,49; p=0,321 r=0,63; p=0,173

FAC-MH r=0,94; p=0,439 1~0,39; p=0,439 r=0,51; p=0,295
Vitamina E

EDDA-MH r=0,39; p=0,441 1~-0,39; p=0,441 1r~=-0,39; p=0,441

MH r=0,81; p=0,461 1~=0,37; p=0,461 1r=0,46; p=0,354

FAC-MH 1=0,69; p=0,389 r~=0,43; p=0,389 1~=0,69; p=0,125

En Neisseria meningitidis, al igual que comentdbamos para Escherichia coli no
observamos coeficientes de correlacion estadisticamente significativos entre la
hidrofobicidad de superficie obtenida tras incubacion sin aMT y con vitamina E. En
medio de cultivo suplementado con hierro encontramos alto nivel de significacion
estadistica entre la hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis incubada sin
aMT y aMT 200 pM; coeficientes de correlacion que no son significativos
estadisticamente cuando anadimos cloranfenicol al medio de cultivo conteniendo aMT
200 puM. La hidrofobicidad de superficie observada en Neisseria meningitidis tras
adicion de EDDA al medio de cultivo, sin aMT no se correlaciona estadisticamente con
la hidrofobicidad observada tras incubacién con concentraciones crecientes de aMT
(columna 1 de la Tabla 8.31).
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Tabla 8.32.

Resultados del estudio de correlacion r de Spearman entre la adherencia a filtros de
nitrocelulosa de Neisseria meningitidis incubada sin aMT y distintas concentraciones de
hierro, con la adherencia a filtros de nitrocelulosa obtenida tras incubacioén con aMT a
distintas concentraciones y vitamina E.

EDDA-MH MH FAC-MH
Sin aMT Sin aMT Sin aMT

aMT 1 nM

EDDA-MH 1=0,39; p=0,042  r~0,71; p=0,111  1~=0,54; p=0,266

MH 1=0,94; p=0,005 1~0,94; p=0,005 1~0,77; p=0,072

FAC-MH 1=0,02; p=0,957 r~0,31; p=0,544  r~-0,14; p=0,787
aMT 100 nM

EDDA-MH 1=0,48; p=0,072  r~0,37; p=0,468 1~0,08; p=0,872

MH r=0,77; p=0,072  r~=0,94; p=0,005 r=0,60; p=0,208

FAC-MH r=0,08; p=0,872  r~0,42; p=0,397 r~=-0,08; p=0,872
aMT 10 uM

EDDA-MH r=0,20; p=0,704  r~0,14; p=0,787 r~=-0,25; p=0,623

MH r=0,88; p=0,019 r=1; p= r=0,71; p=0,111

FAC-MH r=0,08; p=0,872  r~0,42; p=0,397 r~=-0,08; p=0,872
aMT 200 uM

EDDA-MH r—=-0,88; p=0,021 r~-0,94; p=0,005 1r~-0,88; p=0,021

MH r—=-0,67; p=0,140 r~-0,43; p=0,383 1~=-0,67; p=0,140

FAC-MH r=0,65; p=0,158  r~0,65; p=0,158  r~0,13; p=0,805
aMT 200 pM + Chl

EDDA-MH r=0,13; p=0,805 1~0,39; p=0,441 1~0,39; p=0,441

MH r—=-0,65; p=0,158 r~-0,39; p=0,44 r—-0,65; p=0,158

FAC-MH r—=-0,65; p=0,158 r~-0,39; p=0,441 1~-0,65; p=0,158
Vitamina E

EDDA-MH r=0; p=1 r=-0,08; p=0,868 r~=-0,05; p=0,912

MH r=-0,13; p=0,805 r~=-0,13; p=0,805 r=-0,13; p=0,805

FAC-MH r=-0,33; p=0,512 r~=-0,27; p=0,604 r~=-0,16; p=0,749

La adherencia a filtros de nitrocelulosa de Neisseria meningitidis incubada sin
aMT en medio MH, MH-EDDA y MH-FAC se correlaciona significativamente con la
observada tras incubacion con aMT 200 uM y EDDA. Al igual que lo observado con la
hidrofobicidad de superficie, la adherencia a filtros de nitrocelulosa de Neisseria
meningitidis incubada sin aMT no se correlaciona significativamente con la observada
tras incubacion con vitamina E, o con aMT + cloranfenicol.

8.6.3. Estudio de regresion lineal.

La principal dificultad que plantea este tipo de andlisis en nuestro estudio se
deriva de la imposibilidad de asumir un ajuste normalidad en la distribucion. En
consecuencia nos vemos obligados a normalizar las variables, para ello calculamos el
valor del logaritmo neperiano (In) de la hidrofobicidad de superficie y adherencia a la
nitrocelulosa.
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Influencia de la concentracion de melatonina en el medio de cultivo sobre la
hidrofobicidad de superficie y adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia coli.

De acuerdo con las lineas generales de este estudio consideramos inicialmente
como variable independiente la concentracion de melatonina en el medio de cultivo y
como variables dependientes el logaritmo neperiano de la hidrofobicidad de superficie y
el logaritmo neperiano de la adherencia a la nitrocelulosa. Este tipo de andlisis es de
interés como una primera aproximacion a la influencia teérica de cada variable al
parametro estudiado, en nuestro caso -hidrofobicidad de superficie” o —adherencia a la
nitrocelulosa”. Sin embargo, debe considerarse que en las variables dependientes
estudiadas deben imbricarse multiples parametros, pretender abarcarlos todos es poco
menos que imposible; por ello, en este apartado desarrollaremos un anélisis de regresion
simple como primer paso; valoramos a continuacion un ajuste por la concentracion de
hierro del medio de cultivo y estudiamos la interaccién entre la concentracion de
melatonina en el medio de cultivo y la de hierro.

No observamos coeficientes de regresion estadisticamente significativos entre
aMT (variable independiente) y la hidrofobicidad de superficie, normalizada mediante
el calculo de su logaritmo neperiano (In); sin embargo, hay que destacar que estos
coeficientes se encuentran proximos al limite de significacion estadistica. Esta situacion
no es diferente cuando ajustamos por el contenido de hierro del medio de cultivo (que se
categorizé como: —1, medio de cultivo con quelante de hierro; 0, medio de cultivo
Miieller-Hinton; y +1, medio de cultivo suplementado con hierro). Ademas, no
encontramos interaccion estadistica entre aMT y el hierro del medio de cultivo.

Tabla 8.33

Regresion lineal entre la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli
(normalizada como In) y la concentracion de melatonina en el medio de cultivo
ajustada por el contenido de hierro del mismo.

R’ Cte. B EE(B) t p Nivel

Modelo 1

aMT 0,019 2,99 -0,000002 0,000 1,92 0,056 NS
Modelo 2

aMT 0,02 2,99 -0,000002 0,000 1,90 0,056 NS
Hierro (-1, 0, +1) 0,042 0,095 0,44 0,65

Modelo 3

aMT 0,023 2,99 -0,000002 0,000 -0,13 1,81 NS
Hierro (-1, 0, +1) 0,0083 0,10 0,08 0,93 NS
aMT x Hierro 0,000001 0,000 0,76 0,44 NS

La adherencia a la nitrocelulosa, evaluada como In, presenta coeficientes de
regresion estadisticamente significativos e inversos con la concentracion de aMT; en
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concreto el incremento de la concentracion de aMT en el medio de cultivo en 1 uM
disminuye el In de la adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia coli en 0,05. El
modelo 2 de regresion que se presenta en la siguiente Tabla permite comprobar el nulo
beneficio del ajuste por la cantidad de hierro del medio de cultivo; asi como la
inexistencia de interaccion entre hierro y aMT.

Tabla 8.34

Regresion lineal simple entre la adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia coli
(normalizada como In) y la concentracion de melatonina en el medio de cultivo ajustada
por el contenido de hierro del mismo.

R’ Cte. B EEB) t p Nivel

Modelo 1

aMT 0,02 437 -0,00005 0,000 2,63 0,009  **
Modelo 2

aMT 0,024 437  -0,00005 0,000 2,64 0,009  **
Hierro (-1, 0, +1) 0,025 0,021 1,19 0,23 NS
Modelo 3

aMT 0,16 4,37 0,00005 0,000 2,62 0,009  **
Hierro (-1, 0, +1) 0,039 0,024 1,65 0,1 NS
aMT x Hierro -0,00003 0,000 1,27 0,20 NS

Influencia de la concentracion de melatonina en el medio de cultivo sobre la
hidrofobicidad de superficie y adherencia a la nitrocelulosa de Neisseria meningitidis.

De forma similar a lo comentado para Escherichia coli no observamos en
Neisseria meningitidis coeficientes de regresion estadisticamente significativos,
considerando como variable dependiente el In de la hidrofobicidad de superficie y como
variable independiente la concentracion de aMT. Como puede verse en la Tabla 8.35
ajustamos la ecuacion de regresion por el contenido de hierro, no observandose
modificaciones en el EE, en el valor del coeficiente regresion o en su nivel de
significacion; se investiga la existencia de posible interaccion entre estas variables, que
se descarta.

La adherencia a la nitrocelulosa de Neisseria meningitidis, previa normalizacion
con el calculo del In, exhibe un coeficiente de regresion estadisticamente significativo
con la concentracion de aMT. Efecto que no se observa al intentar el ajuste por la
concentracion de hierro del medio de cultivo, de este hecho puede deducirse que la
concentracion de hierro del medio de cultivo es una variable modificadora de efecto,
por tanto el ideal en estos casos es describir el efecto, no efectuar el ajuste estadistico.
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Tabla 8.35

Regresion lineal entre la hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis
(normalizada como In) y la concentracion de melatonina en el medio de cultivo ajustada
por el contenido de hierro del mismo.

R’ Cte. B EE(B) t p Nivel

Modelo 1

aMT 0,04 3,82 0,0000018 0,000 1,91 0,059 NS
Modelo 2

aMT 0,04 3,82 0,0000018 0,000 1,90 0,06 NS
Hierro (-1, 0, +1) -0,069 0,096 -0,72 0,47 NS
Modelo 3

aMT 0,049 3,82 0,0000018 0,000 1,89 0,061 NS
Hierro (-1, 0, +1) -0,097 0,11 0,88 0,37 NS
aMT x Hierro 0,00000066 0,000 0,54 0,59 NS

Tabla 8.36

Regresion lineal simple entre la adherencia a la nitrocelulosa de Neisseria meningitidis
(normalizada como In) y la concentracion de melatonina en el medio de cultivo ajustada
por el contenido de hierro del mismo.

R’ Cte. B EE(B) t p Nivel

Modelo 1

aMT 0,048 4,49  0,00000047 0,000 2,11 0,038  *
Modelo 2

aMT 0,049 4,49  0,00000046 0,000 2,10 0,039  *
Hierro (-1, 0, +1) -0,0057 0,021 0,27 0,79 NS
Modelo 3

aMT 0,05 4,49  0,00000046 0,000 2,09 0,04 *
Hierro (-1, 0, +1) -0,0097 0,024 0,39 0,69 NS
aMT x Hierro 0,00000009 0,000 0,34 0,72 NS
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9. Discusion

9.1. Consideraciones metodologicas sobre la medida de hidrofobicidad de superficie y
adherencia a filtros de nitrocelulosa.

La capacidad de las bacterias para adherirse a las superficies estd reconocida
como un paso esencial en la colonizacion de tejidos de mamiferos, asi como de otros
tantos nichos ecologicos (161). Un factor importante en la determinacion de la
adherencia bacteriana es la naturaleza hidrofobica de la superficie celular bacteriana y la
carga eléctrica de superficie del microorganismo (70), ambos responsables de una
primera fase en el proceso de adherencia, o de acercamiento de la bacteria a la
superficie celular; de hecho, las interacciones hidrofobicas se han visto implicadas en la
adherencia de la bacteria a los fagocitos (162), diversos tejidos del huésped (74;163),
afinidad para adsorberse con hidrocarburos (158;164), o desplazarse a una interfase
agua-aire (165). Otros factores como la piliacion de las bacterias y la sintesis de
adhesinas especificas contribuyen a la adhesion a epitelios (166-168); si bien, estos
ultimos mecanismos se verian facilitados por una primera fase de acercamiento de la
bacteria a la superficie epitelial.

Las caracteristicas morfoldgicas de las bacterias pueden relacionarse con sus
propiedades adherentes a superficies; en concreto, el aumento de la rugosidad descrito
en diversas cepas de Salmonella es un factor que determina un incremento de las
propiedades adherentes de la bacteria, a través de un incremento de la superficie
bacteriana util y por tanto de una mayor expresion de las adhesinas de superficie
(164;169). Diversos autores (28;164), han sugerido que el incremento de la adherencia
de las cepas rugosas puede ser debido al incremento de la hidrofobicidad de superficie,
tal vez a consecuencia de una mayor superficie para expresar las moléculas
hidrofobicas.

De acuerdo con Rosenberg (5;170), el comportamiento hidrofébico-hidrofilico
de las superficies bacterianas estd modulado por sustancias denominadas hidrofobinas
(aumentan la hidrofobicidad) e hidrofilinas (disminuyen la hidrofobicidad), las cuales
pueden coexistir en la superficie de la membrana bacteriana externa. Segln esto, la
adherencia se puede considerar como el fenomeno que resulta de la interaccion entre
dos superficies, en la que participan factores fisico-quimicos y biologicos (23);
precisandose el contacto de la bacteria con la célula; al ser ambas superficies
electronegativas se produce un fendmeno de repulsion que es neutralizado, en parte, por
débiles fuerzas de atraccion del tipo Van der Waals, enlaces ionicos, puentes de
hidrégeno e interacciones hidrofobicas (23). La existencia en la superficie de la bacteria
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de moléculas hidrofébicas y en especial de adhesinas, que por su pequefio tamafio no
estan ligadas a las fuerzas de repulsion, permite neutralizar esta barrera y facilitar el
contacto (70); estas interacciones hidrofobicas que se producen han sido agrupadas por
algunos autores como la teoria DLVO correspondiente a las iniciales de los autores que
la postularon (teoria coloidal de Dejaquin y Landau, Verwey y Overbeek) (171). El
incremento de la hidrofobicidad de la superficie bacteriana lo relacionan estos autores
con un incremento de la adherencia no sélo a superficies mucosas sino también a
células fagociticas (23).

Estudios realizados por Pérez y cols. (172), sobre las propiedades de superficie
de cepas de bifidobacterias de origen humano muestran que la hidrofobicidad parece ser
necesaria para la adhesion a las células enterocitos-like, siendo las cepas adhesivas
altamente hidrofobicas, y el grado de adherencia levemente dependiente del potencial
de superficie. Estos autores (172), han estudiado las propiedades de superficie de cepas
de bifidobacterias de origen humano mostrando que la hidrofobicidad parece ser
necesaria para la adhesion a células tipo enterocitico, siendo las cepas adhesivas
altamente hidrofébicas y dependiendo el grado de adherencia ligeramente del potencial
de superficie. Otros autores (5), observan que los cambios de la carga de superficie e
hidrofobicidad de la superficie bacteriana externa estan en relacion con el tipo de medio
de cultivo utilizado.

La capacidad de organismos bacterianos para producir una matriz polisacarida
extracelular conocida como s/ime se ha relacionado con el incremento de la virulencia y
las infecciones retardadas en diferentes implantes protésicos. En una biopelicula el
slime puede proteger a la bacteria de los mecanismos de defensa del huésped,
especialmente la fagocitosis por los leucocitos polimorfonucleares. Heinzelmann y cols.
(16), determinaron la hidrofobicidad por cromatografia de interaccion hidrofobica en S.
epidermidis RP62A productor de slime y su variante fenotipica, RP62A-NA no
productora de slime; en estos ensayos el descenso de hidrofobicidad de RP62A sobre
RP62A-NA se relaciona con una capa hidrofilica de slime.

En un estudio llevado a cabo por T. Saito y cols. (173), se determino la
hidrofobicidad de la superficie celular y la carga de superficie de un estreptococo oral,
al adherirse a un agente antimicrobiano inmovilizado, concluyendo que la carga
negativa sobre la superficie celular inhibia la adherencia al agente antimicrobiano
inmovilizado, que este agente podria adsorver proteinas hidrofobicas de la superficie
celular del total de las especies bacterianas involucradas en el estudio y que la adsorcion
fue dependiente del grado de hidrofobicidad de sus superficies .

M.L. Marin y cols. (174), han medido la hidrofobicidad y la adhesion a sustratos
solidos, empledndose para esta determinacion la adherencia bacteriana a hidrocarburos
(BATH; octano y xileno), adhesion a filtros de nitrocelulosa (NCF), test de agregacion
de sales (SAT) y adherencia a particulas de fenil-sefarosa (PSB). Estos autores han
encontrado que la hidrofobicidad relativa de bacterias 4cido-lacticas dependia
notablemente del método usado, no existiendo ninguna correlacion entre cualquiera de
los dos SAT o BATH (octano) y fuerza de union. Similares consideraciones se
obtuvieron en anteriores estudios (175), en que se relacionaba adhesion a p-xileno y
hexadecano y agregacion con sales. Esta aparente disparidad entre resultados es todavia
mayor cuando consideramos diferentes cepas bacterianas; a este respecto Ferreirds y
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cols. (176) evaluaron la hidrofobicidad de superficie y la adherencia a células de
epitelio bucal humano de Neisseria meningitidis, e indujeron modificaciones en estos
dos parametros con antibidticos a diversas dosis, no encontrando relaciones entre
adherencia e hidrofobicidad, sin que importase el método empleado para evaluar esta
ultima; en este estudio los efectos de los antibidticos variaban en funcidon de la cepa,
método y/o parametros testados.

Un método simple para la medida relativa de la hidrofobicidad de superficie de
las células bacteianas es el test basado en la —agregacion con sales”. Este método se
basa en la precipitacion de las células por sales como, (NHs) 2SO4 (177). La
concentracion de sales requerida para precipitar la suspension de bacterias es una
medida de su hidrofobicidad de superficie, siendo las células mas hidrofobicas las
primeras en precipitar a una baja concentracion de sales. Bajo este principio y como una
modificaciéon de la técnica de agregacion de sales y adherencia a hidrocarburos
Rosenberg, M. (159) desarrolla una modificacion de la técnica original de adherencia a
hidrocarburos (158), adicionando sulfato amoénico a los bufferes y amplificando de esta
forma la respuesta hidrofobica de los microorganismos.

Pembrey RS 'y cols. (178), investigando sobre distintas técnicas
microbioldgicas, como las que son objeto del presente trabajo de Tesis Doctoral y otros
protocolos de preparacion celular (lavados en distintos medios, resuspension,
desecacion, contacto con hidrocarburos para determinacion de la hidrofobicidad,
centrifugacion, etc.) observan que los efectos de estos procedimientos sobre la
movilidad electroforética, adhesion a sustratos solidos, integridad estructural y
viabilidad celular van en el sentido de alterar severamente las propiedades fisico-
quimicas de las células, de diferente forma seglin el procedimiento y el microorganismo
que se considere. Asi, ocurre una considerable disrupcion de las superficies celulares
cuando los microorganismos se ponen en contacto con hidrocarburos; la centrifugacion
a altas velocidades (15,000 x g) modifica las caracteristicas celulares de superficie de
forma significativa, aunque la viabilidad se afectd por este procedimiento solo en
Escherichia coli. Las soluciones de lavado y de resuspension tienen igualmente
influencia sobre los valores de los parametros de la superficie celular particularmente
cuando se utilizan secuencialmente soluciones con elevado contenido de sal y buffer
con menor concentracion de sal .

Criado y cols. (179), en un estudio realizado en Neisseria meningitidis, sobre la
hidrofobicidad de superficie y adherencia a células epiteliales orales, refiere que la
hidrofobicidad del meningococo no es un factor relevante en la adherencia; debemos
considerar no obstante la multitud de factores (intrinsecos al huésped y de laboratorio)
que pueden artefactar estas conclusiones. Pese a la tedrica importancia de la
hidrofobicidad de superficie en la virulencia de Neisseria meningitidis, no ha sido
posible encontrar hasta el presente un paralelismo claro entre esta carasteristica de
superficie y las manifestaciones clinicas del microorganismo, pudiendo permanecer en
la orofaringe de portadores asintomdaticos o manifestarse como enfermedad con
diseminacion sistémica y sepsis fatal; por tanto, es obligado deducir que otros factores
inherentes al huésped y no solo al microorganismo pueden estar implicados en el
diferente comportamiento de Neisseria meningitidis.
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Los componentes de fimbrias y lipopolisacaridos de superficie (LPS),
importante determinante de la virulencia de Neisseria meningitidis (180), intervienen en
la adhesion bacteriana, interaccionando no s6lo con receptores especificos, sino también
con receptores de tipo no especifico. Por tanto, las fimbrias presentes en Neisseria
meningitidis (igual que en Neisseria gonorrhoeae) median la adhesion a células
superficiales mucosas de faringe. Las especies saprofitas del género Neisseria poseen
también fimbrias, por lo cual, en la virulencia de estos microorganismos debe de haber
otros mecanismos implicados, tales como algunas proteinas de membrana externa (23).

En Neisseria meningitidis se puede distinguir una etapa inicial de adherencia
localizada mediada por pili; posteriormente se produce una dispersion con pérdida de la
piliacion, dando lugar a una adherencia difusa. En esta etapa, Neisseria meningitidis
interacciona intimamente con las células. La progresion desde la adherencia localizada a
la difusa requiere la presencia del gen Pil T (proteina Pil T).

Algunos trabajos muestran como las bacterias adherentes parecen ser menos
sensibles a los antibidticos (181), y a los sistemas naturales de defensa del huésped,
como la actividad bactericida del suero y la fagocitosis (182). Algunos antimicrobianos
presentan una capacidad antiadherente cuando se encuentran a concentraciones
subinhibitorias (183).  Neisseria meningitidis aislada en sujetos portadores se
caracteriza por poseer alta capacidad de adherencia que disminuye al hacerse la bacteria
invasiva (176).

Escherichia coli, como bacteria gramnegativa, presenta el antigeno O localizado
en el lipopolisacarido situado en la membrana externa de la pared. Estos LPS poseen
estructuralmente tres zonas, la mas interna es el lipido A, en la zona media hay un
nimero limitado de azlcares y en la externa una larga cadena de azucares, que
constituye el antigeno O (2).

La adherencia mediada por fimbrias, es el resultado de la interaccion de puntos
especificos con lugares diana en la célula epitelial mediante uniones del tipo azucar-
leptina. La zona combinante estd constituida por un pequefio segmento de las
subunidades proteicas de la fimbria (region amino-terminal) (23). Las fimbrias estan
constituidas por proteinas de 18.000 daltons que poseen una region variable y una
constante. La region constante representa la zona adhesiva de la bacteria, estando
cubierta la superficie de cada fimbria por estas zonas adhesivas. Parece ser que la region
variable de la proteina forma un anillo alrededor de un poro, que a su vez conduciria a
la zona adhesiva de la bacteria. Este poro es suficientemente grande para permitir la
adherencia y a su vez pequefio para permitir la accion neutralizante de los anticuerpos
(184). Los receptores de membrana para las enterobacterias suelen, en general, estar
compuestos por hidratos de carbono simples como es el caso de la manosa (185),
aunque en algunos casos como en la Escherichia coli enteropatégena (EPEC), los
receptores estdn formados por hidratos de carbono complejos, polimerizados.

La posibilidad de que un microorganismo se adapte a situaciones ambientales a
priori desfavorables, como los cambios oxidativos desenacadenados por el huésped
durante la respuesta microbicida, explica algunos de los mecanismos patogénicos de las
bacterias. La capacidad de neutralizar el efecto lesivo del perdxido de hidrogeno
mediante la produccién de catalasa seria el mecanismo mas conocido. Uno de los
efectos de la peroxidacion lipidica de las membranas bioldgicas es el incremento de su
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hidrofobicidad de superficie (186), este efecto resulta inhibido por la vitamina E.
Resulta facil de entender que los cambios oxidativos desencadenados por el huésped
como parte de los mecanismos de defensa frente a la infeccién bacteriana desencadenen
en la superficie bacteriana modificaciones que hagan a la bacteria mas vulnerable frente
a la fagocitosis, esto es incrementando la hidrofobicidad de superficie.

9.2. Consideraciones sobre la medida de hidrofobicidad de superficie y adherencia a
filtros de nitrocelulosa en Escherichia coli.

Como puede apreciarse en las Tablas 8.1 a 8.12, globalmente los valores medios
de hidrofobicidad de superficie y adherencia a filtros de nitrocelulosa obtenidos en
Escherichia coli al incubar con o sin melatonina, melatonina + cloranfenicol o vitamina
E son netamente inferiores a los observados en Neisseria meningitidis; ademas el
sentido del efecto observado en la hidrofobicidad de superficie, al incubar con
melatonina es contrario al observado en Neisseria meningitidis; caracteristicas de
superficie inherentes a cada germen deben ser la causa de estos resultados (187). La
concentracion de hierro en el medio de cultivo no modifica significativamente ni la
hidrofobicidad de superficie ni la adherencia a filtros de nitrocelulosa de Escherichia
coli.

Como hemos tenido ocasion de comprobar en el apartado de resultados, la
hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli disminuye significativamente tras
incubar con melatonina a concentraciones 200 mcM en medio MH al igual que el
porcentaje de adherencia a la nitrocelulosa en medio FAC-MH. La adicion al medio de
cultivo de melatonina (200 mcM) + cloranfenicol a concentraciones subletales no
determina cambios en la hidrofobicidad de superficie; este hecho puede ser indicativo
de que la sintesis proteica de novo no interviene en el descenso de hidrofobicidad de
superficie descrito con altas concentraciones de aMT. En estas mismas condiciones el
porcentaje de adherencia a la nitrocelulosa aumenta significativamente cuando se
incuba Escherichia coli en presencia de hierro, ya que la adiccion de un quelante de
hierro al medio de cultivo (EDDA) hace disminuir el porcentaje de adherencia a la
nitrocelulosa.

La vitamina E origina importantes disminuciones de la hidrofobicidad de
superficie de FEscherichia coli, muy superiores a las obtenidas con aMT a
concentraciones 200 mcM. El porcentaje de adherencia a los filtros de nitrocelulosa de
Escherichia coli se incrementa significativamente al incubar el microorganismo con
vitamina E; en estos casos, las modificaciones tanto en la hidrofobicidad de superficie
como en la adherencia a la nitrocelulosa son més importantes cuando el medio de
cultivo se ve suplementado con hierro. Diversos trabajos (97;111), proponen al hierro
como iniciador de la peroxidacion lipidica, que en mayor o menor grado podria ser
responsable de las modiciaciones de la hidrofobicidad de superficie de los
microorganismos. A este respecto, nuestros hallazgos de una disminucién de la
hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli, tras incubacion con vitamina E irian en
este sentido. Por otro lado, el incremento de la adherencia a la nitrocelulosa al incubar
con vitamina E, efecto contrapuesto al observado sobre la hidrofobicidad de superficie,
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hace presuponer que el efecto antioxidante de la vitamina E preservaria a los radicales
proteicos responsables de la adherencia a la nitrocelulosa de los mecanismos oxidativos,
que tendrian una mayor expresion en la superficie bacteriana.

No existe concordancia entre adherencia a la nitrocelulosa e hidrofobicidad de
superficie, y s6lo encontramos concordancia entre ambos métodos de medida cuando
incubamos Escherichia coli con cloranfenicol y aMT (200 mcM) en EDDA-MH; este
quelante ademas de ser un quelante del hierro es un buen neutralizador de los cationes
divalentes libres en el medio de cultivo (la mayoria de los radicales libres prooxidantes
lo son); podemos deducir por tanto, que los radicales libres en el medio de cultivo
actian de diferente forma sobre la adherencia a filtros de nitrocelulosa o sobre la
hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli.

Como ya ha sido comentado con anterioridad el primer paso en la colonizacion
de un epitelio por Escherichia coli estd determinado por la propiedad de la bacteria de
adherirse a las células del huésped, esta facultad estd determinada inicialmente por la
carga eléctrica de superficie del microorganismo y su hidrofobicidad de superficie (70);
y posteriormente por otros factores como la formacion de pilli y adhesinas especificas
que en el caso de Escherichia coli se relacionan de forma importante con su
patogenicidad (166-168).

Diversos estudios (188-190), han demostrado que la administracion de altas
dosis de vitamina E en animales se asocia con niveles mas altos de anticuerpos frente a
Escherichia coli, desconocemos si esta observacion tiene relacion con las disminuciones
de hidrofobicidad de superficie observadas en nuestro estudio; aunque a nivel tedrico la
disminucién de la hidrofobicidad de superficie por Escherichia coli originaria una
mayor dificultad para la colonizacion de epitelios, tanto gastrointestinal como
genitourinario. Por otro lado, el efecto adyuvante descrito de la vitamina E (190) en la
induccion de respuesta inmune humoral podria deberse a la disminucion de la
peroxidacion de la superficie bacteriana, en consecuencia mayor expresion de los
determinentes antigénicos bacterianos. Podemos pues presuponer un punto de equilibrio
entre efectos beneficiosos para el huésped de los antioxidantes (en concreto de la
vitamina E) y efectos perjudiciales; ya que la disminucion de la hidrofobicidad de
superficie que haria al germen menos susceptible a la fagocitosis, lo hace en cambio
mas inmunodgeno y por tanto mas facilmente marcable y eliminable por los sistemas de
inmunidad especificos.

El cloranfenicol a dosis subletales (100 pg/ml) inhibe la sintesis proteica de los
microorganismos (156), en nuestro estudio hemos utilizado la incubacion con
cloranfenicol y melatonina (200 mcM) con la finalidad de comprobar si las
modificaciones observadas en las caracteristicas de superficie de Escherichia coli se
deben a sintesis proteica de novo. Comprobamos que la melatonina induce
disminuciones de la hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli que se mantienen
invariables al incubar con cloranfenicol + melatonina (200 mcM); por tanto, podemos
inferir que el efecto de la melatonina sobre la hidrofobicidad de superficie de
Escherichia coli no se debe a sintesis de novo de proteinas de superficie del
microorganismo. La adherencia de Escherichia coli a la nitrocelulosa (en presencia de
hierro) incubada con melatonina (200 mcM) + cloranfenicol aumenta significativamente
hasta porcentajes proximos a los observados con vitamina E. Posiblemente la inhibicién
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de la sintesis proteica mediada por el cloranfenicol determina una mayor expresion del
efecto de la melatonina a altas concentraciones sobre las propiedades de superficie de
Escherichia coli que se asemeja al observado al incubar Escherichia coli con vitamina
E.

Aunque la incubacion de Escherichia coli con melatonina o sin ella no permite
observar diferencias significativas en la hidrofobicidad de superficie, en ambos casos, la
tendencia observada es hacia una disminucion de la misma en presencia de melatonina;
esta disminucién es mas acusada cuando incubamos Escherichia coli con otro
antioxidante como la vitamina E. Llama la atenciéon que Escherichia coli responda de
distinta forma a la melatonina o a la vitamina E suplementada al medio de cultivo.
Diversos estudios (145;150), han demostrado que la melatonina se comporta en la
mayoria de las situaciones como un potente antioxidante, si cabe mas potente que la
vitamina E; pensamos por ello, que la variabilidad de los efectos descritos entre ambos
antioxidantes y la aproximacion de los efectos observados en la adherencia a la
nitrocelulosa al incubar con aMT + cloranfenicol o vitamina E, podrian estar en relacion
con la sintesis proteica de novo del microorganismo. De hecho, no faltan estudios que
demuestran un incremento de la sintesis de determinados productos celulares tras
estimulo con melatonina (191;192). Estas observaciones hasta cierto punto validas para
células eucariotas no han sido comprobadas en la célula bacteriana; sin embargo, no
parece improbable que los efectos metabolicos de la melatonina descritos en células
eucariotas puedan ser equiparables en la célula bacteriana. En esta linea argumental la
inhibicion de la sintesis proteica con cloranfenicol dotaria a la melatonina de un efecto
antioxidante hasta cierto punto similar al descrito para la vitamina E.

Otro hecho a tener en cuenta a la hora de valorar nuestros resultados deriva de la
revision del origen de las cepas de Escherichia coli estudiadas, ya que en su mayoria
son de origen genitourinario, recordemos que la melatonina y sus metabolitos se
eliminan por la orina; por lo que Escherichia coli uropatégeno debe haberse adaptado a
la presencia periddica de la hormona en orina. Recordemos que una disminucion de la
hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli inducida por melatonina endogena
(normalmente eliminada por orina), supondria una mas fécil eliminacion de los epitelios
urinarios colonizados por Escherichia coli; por tanto un microorganismo uropatogeno
debe haber desarrollado mecanismos adaptativos para anular el efecto de la melatonina,
que si hemos observado en otros microorganismos gramnegativos no uropatdogenos y
que seguidamente comentaremos.

9.3. Consideraciones sobre la medida de hidrofobicidad de superficie y adherencia a
filtros de nitrocelulosa en Neisseria meningitidis.

Como ya ha sido comentado, la hidrofobicidad de superficie de las bacterias es
la mayor o menor afinidad de las bacterias para mantenerse en suspension en un sustrato
acuoso; esta caracteristica ha sido implicada en la colonizacién de los epitelios de
mamiferos (76;158;193), y en su mayor o menor tendencia a la fagocitosis (185;194).
Sin embargo, pese a su tedrica importancia en la virulencia de Neisseria meningitidis no
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ha sido posible encontrar hasta el presente un paralelismo claro entre esta caracteristica
de superficie y las manifestaciones clinicas del microorganismo, que puede tanto
permanecer en la orofaringe de portadores asintomaticos o manifestarse como una
enfermedad grave con diseminacién sistémica y sepsis fatal (176). Por tanto, es
obligado deducir que otros factores inherentes al huésped y no sélo al microorganismo,
pueden estar implicados en el diferente comportamiento de Neisseria meningitidis, en
unos individuos u otros.

Durante los ultimos afios se ha producido un importante avance en el
conocimiento del papel inmunomodulador de la melatonina (155;195), asi como su
participacion en los procesos de estabilizacion del estrés oxidativo mediante la
neutralizacion de radicales libres (132;133) y estabilizacion de membrana (196). La
melatonina es una hormona de la gldndula pineal que tiene una funcién estabilizadora y
reguladora general del organismo (197). En el ser humano se ha aceptado su papel en la
regulacion del suefio, asi mismo se ha implicado en la respuesta inmune (198).

Las Tablas 8.7 a 8.12 muestran los valores medios de hidrofobicidad de
superficie obtenidos en Neisseria meningitidis al incubar con melatonina a
concentraciones crecientes desde 0 nM a 200 mcM. en medio de cultivo Miieller-Hinton
(MH), con citrato amonico ferroso (FAC-MH) y con un quelante de cationes divalentes
y de hierro (EDDA-MH). Como puede comprobarse tras realizar los estudios de
comparacion que se describen en el capitulo de resultados, la concentracion de hierro en
el medio de cultivo no modifica significativamente la hidrofobicidad de superficie de
Neisseria meningitidis, tan solo, cuando incubamos con melatonina a concentraciones
10 uM observamos diferencias entre la hidrofobicidad de Neisseria meningitidis en MH
y FAC-MH, y a concentraciones de melatonina de 200 mcM entre Neisseria
meningitidis en MH y EDDA-MH. Neisseria meningitidis incubado con melatonina a
concentraciones inferiores a 200 mcM., tras 12 horas de crecimiento (fase de
crecimiento logaritmico medio) no modifica su hidrofobicidad de superficie; sin
embargo cuando incubamos con melatonina a concentraciones 200 mcM observamos un
incremento significativo de la hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis,
independiente de la concentracion de hierro del medio de cultivo. Considerada
globalmente, la tendencia es hacia un aumento de la hidrofobicidad de superficie a
concentraciones de melatonina mas altas, si bien el estudio de regresion lineal (Tabla
8.35) no permite aseverar en firme este punto; determinadas cepas de Neisseria
meningitidis como PO00 no modifica su hidrofobicidad de superficie en ninguno de los
medios de cultivo ni a las concentraciones de melatonina consideradas; V019 muestra
idéntico comportamiento en FAC-MH; el reducido numero de cepas incluido en nuestro
estudio y las variabilidad de los resultados obtenidos entre cepas pensamos puede estar
en la raiz de la inexistencia de regresion estadisticamente significativa entre melatonina
e hidrofobicidad de superficie. El incremento de la hidrofobicidad de superficie de
Neisseria meningitidis en presencia de FAC es un 10% mayor que la observada tras
incubacién en un medio con quelante del hierro; si consideramos el ién Fe™* ademas de
codmo un elemento nutritivo para la bacteria, como un elemento iniciador de las
reacciones de peroxidacion (97), y la hidrofobicidad de superficie como una
caracteristica intimamente relacionada con la peroxidacion de los componentes
proteicos, lipoproteicos y glucoproteicos de superficie (186), podemos explicar el
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mayor porcentaje de hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis, cuando es
incubada con hierro suplementario. Llama la atencion el hecho de que el incremento de
hidrofobicidad de superficie en Neisseria meningitidis incubada con aMT a altas
concentraciones se vea revertido, incluso hasta porcentajes por debajo de los observados
tras incubacion sin aMT, al anadir cloranfenicol a dosis subletales al medio de cultivo.
El efecto de la inhibicion de la sintesis proteica en Neisseria meningitidis sobre la
hidrofobicidad de superficie es espectacular; de hecho, observamos disminuciones de
¢éste parametro de hasta un 64.7% en medio con EDDA suplementado con aMT a altas
concentraciones, cuando preincubamos con cloranfenicol. Globalmente y comparando
estos resultados con los obtenidos en Escherichia coli podemos afirmar que el efecto de
la aMT a dosis de 200 mcM es tangencialmente distinto en ambos gérmenes y que la
contribucion de la sintesis proteica de novo a la variabilidad de la hidrofobicidad de
superficie inducida por aMT es igualmente distinta en ambas bacterias; intervienen sin
duda respuestas metabolicas y adaptativas diferentes en cada género bacteriano.

Sin embargo, la adherencia de Neisseria meningitidis a filtros de nitrocelulosa
que se incrementa ligeramente tras incubacién con aMT a concentraciones 200 mcM., si
muestra coeficientes de regresion significativos (Tabla 8.36) con la concentracion de
aMT. Aunque el comportamiento de las cepas de Neisseria meningitidis estudiadas es
bastante uniforme en lo referente a adherencia a la nitrocelulosa, la cepa P391 de
Neisseria meningitidis muestra un descenso de la adherencia a filtros de hasta un 40%
cuando incubamos con melatonina a concentraciones nM.

La hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis incubada sin
melatonina en medio FAC-MH y EDDA-MH se correlaciona significativamente (r,
Spearman) con la hidrofobicidad de superficie observada tras incubacion con
concentraciones crecientes de melatonina. Sin embargo, cuando el medio de cultivo
tiene un contenido normal de hierro (MH) no observamos correlaciones significativas
en la hidrofobicidad de superficie obtenida tras incubacion con melatonina a esas
mismas concentraciones. La adherencia a filtros de nitrocelulosa de Neisseria
meningitidis en FAC-MH incubada sin melatonina no se correlaciona significativamente
con la observada tras incubacion con melatonina a concentraciones 1 nMol a 200 mcM;
en situaciones de concentraciones normal de hierro (MH) o con restriccion de hierro
(EDDA-MH) las correlaciones son muy variables.

Si la adhesion a células es fundamental para la colonizacion de un tejido, el
crecimiento bacteriano y la expresion de antigenos de superficie, también son un
elemento clave en el reconocimiento y fagocitosis por parte del sistema mononuclear-
fagocitico, que vendrian a evitar la posterior diseminaciéon del microorganismo y su
capacidad para inducir enfermedad. Los ensayos realizados hasta el presente (199), son
concluyentes en el hecho de que varios factores ajenos al propio microorganismo deben
incidir en el desarrollo de enfermedad meningocdcica invasiva, ya que la necesaria
adherencia del germen al epitelio faringeo mediada por sus adhesinas, se convierte en
un elemento que vendria a impedir su posterior diseminacion, al ser estas adhesinas
facilmente reconocidas por los fagocitos circulantes del huésped. Por otro lado, la
observacion de que la presencia o ausencia de hierro en el medio de cultivo puede ser
un factor clave en la mayor o menor expresion de proteinas de superficie con afinidad
por la transferrina (200), el estimulo en la sintesis de catalasa y superoxido dimutasa
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cuando la bacteria es preincubada en presencia de concentraciones subinhibitorias de
0O, y H,0,, indican que los cambios en las caracteristicas de superficie de la bacteria
son respuestas concretas a modificaciones puntuales en el entorno del microorganismo;
y que determinadas caracteristicas de superficie como la hidrofobicidad o la diferente
expresion de determinados antigenos de superficie de la bacteria, lejos de ser una
caracteristica estatica son elementos cambiantes con la modificacion del entorno. A este
respecto la peroxidacion y la respuesta de la bacteria a los mecanismos oxidativos del
huésped, desarrollados en el sentido de fomentar su eliminacion, deben ser los
elementos clave en los cambios patogénicos observados en Neisseria meningitidis
durante la fase de portador asintomatico o microorganismo invasivo.

Diversos estudios han puesto de manifiesto la importancia de la melatonina en la
activacion de los procesos inmunes del organismo (201;202), relacionandose con el
rechazo de células tumorales (154), liberacion de linfocinas (203), disminucion en la
secrecion de interferén gamma y factor de necrosis tumoral (203) y ultimamente como
agente mejorador del pronodstico en el tratamiento del shock endotoxico (202;204). Los
mecanismos a partir de los cuales la melatonina es capaz de modular el sistema inmune
no son conocidos con precision, pero basados en experiencias muy diversas han sido
sugeridos los siguientes: a) Mediante la relacion entre glandula pineal, sistema inmune
y sistema opioide endogeno, se ha comunicado que determinados péptidos opioides
pueden ser mediadores de la accion de la melatonina sobre el sistema inmune (205), b)
Las linfokinas como mediadores de la accion de la melatonina sobre el sistema inmune,
la demostracion de que tanto la produccion de interleukina-2, como (-interferéon son
estimulados en su produccion por melatonina (205), asi como el conocimiento de que
ambos productos a su vez actlian estimulando la actividad de los NK y otros elementos
del sistema inmune (192), han hecho que se especule sobre la posibilidad de que estas
linfokinas sean mediadoras de los efectos observados con la melatonina sobre la
respuesta inmune, c¢) Acciones indirectas de la melatonina a través de otros sistemas
endocrinos, se ha sugerido que el eje hipotdlamo-hipofiso-gonadal puede estar
relacionado con la accién que la melatonina tiene sobre el sistema inmune en base a
experiencias que demuestran que tanto el fotoperiodo como el tratamiento con
melatonina afectan conjuntamente la capacidad reproductora, produccién de hormonas
sexuales y determinadas funciones inmunes (192). Ademas es bien conocido como la
melatonina es capaz de antagonizar el efecto supresor de los corticosteroides sobre el
sistema inmune (206), d) Accion directa de la melatonina sobre el tejido linfoide,
diferentes trabajos han demostrado que con 2'* -Todo-melatonina se demuestran
-bingding sites” en homogenados de organos linfoides (207), ) Accion neutralizadora
de radicales libres (133). Hasta aqui, lo deducido sobre las acciones de la melatonina en
el huésped, quedan por dilucidar los efectos sobre las células bacterianas en general y
sobre Neisseria meningitidis en particular.

Diversos estudios (208), han constatado una disminucidon de la quimiotaxis y
liberacion de radicales libres en los fagocitos tras exposicion a dosis 100 uM de
melatonina, en tanto con dosis menores no se obtienen efectos aparentes. Estos
resultados podrian ser extrapolables a los nuestros, ya que las modificaciones en la
hidrofobicidad de superficie observada, so6lo son aparentes cuando incubamos el
microorganismo con concentraciones 200 mcM de melatonina, niveles muy superiores a

Tesis doctoral



149

los observados en situaciones fisioldgicas en el organismo; pero que podrian obtenerse
facilmente tras la administracion farmacoldgica propuesta por diversos autores (154).
Estos incrementos en la hidrofobicidad de superficie observados en Neisseria
meningitidis, parecen ser independientes de la suplementacion o restriccion de hierro en
el medio de cultivo. A la vista de estos hallazgos, habria que hablar de un punto de
equilibrio entre la disminuciéon de la quimiotaxis y liberacion de radicales libres
inducida por la aMT en las células del sistema mononuclearfagocitico y por otro lado
del incremento de la hidrofobicidad de superficie de la bacteria muy probablemente
resultado del aumento de expresion de proteinas de superficie de la bacteria inducida
por aMT. En esta linea argumental y considerando diversos estudios donde se refiere la
restriccion de hierro como un elemento ligado a la mayor expresion de proteinas ligadas
a la transferrina 1 y 2 (TBP1 y TBP2) (209;210), podria deducirse de las observaciones
Minotti G. y cols. (97) que la menor expresion de estas proteinas en presencia de hierro
pudiera deberse a una mayor peroxidacion inducida por el i16n ferroso. Por tanto la
variabilidad en las caracteristicas de superficie de Neisseria meningitidis, y su diferente
perfil adaptativo a las cambiantes condiciones del medio lo harian en ocasiones
altamente hidrofobico, muy adherente a superficies celulares, y por tanto facilmente
eliminable por el huésped; en otras ocasiones lo harian poco hidrofobico, poco
adherente a superficies celulares, pero muy antigénico. Sin duda el punto de imbalance
entre estas caracteristicas, asi como el estado inmunitario del huésped determinarian el
resultado final de la infeccion.

Aunque el exceso de hierro si parece determinar un ligero incremento en la
hidrofobicidad de superficie tras incubacion con dosis pM y mM de melatonina. De
forma similar y tras incubacion de Neisseria meningitidis con melatonina a
concentraciones 200 mcM se observa un incremento importante en la adhesion a filtros
de nitrocelulosa. En presencia de hierro y ausencia de aMT, la hidrofobicidad de
superficie de Neisseria meningitidis se relaciona intensamente con la obtenida tras
incubacién con concentraciones crecientes de aMT. Estas consideraciones no son
validas cuando el medio de cultivo posee concentraciones normales de hierro o éste esta
restringido. Sin duda, la existencia de hierro en el medio de cultivo mas la presencia de
un antioxidante y eliminador de radicales libres (scavenger), como es la melatonina,
tienen un efecto sinérgico sobre determinados componentes de superficie de Neisseria
meningitidis que se manifiestan con un incremento de hidrofobicidad de superficie. Este
efecto sinérgico bien podria ser por un lado el estimulo de la sintesis de novo en las
proteinas de superficie de Neisseria meningitidis inducido por melatonina y por otro
lado la iniciacion de la peroxidacion de la superficie bacteriana por el i6n ferroso (97).
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10. Conclusiones

1°. A la luz de los resultados obtenidos en el presente proyecto de Tesis Doctoral y
considerando que existe una relacion entre las propiedades de superficie de las bacterias
y su capacidad de adherencia a epitelios, podemos afirmar que:

A) La hidrofobicidad de superficie y la adherencia a la nitrocelulosa son
propiedades inherentes y variables en cada microorganismo, que sufren
modificaciones con la variabilidad del medio donde se desarrolla el
microorganismo.

B) La diferente concentracion de hierro del medio de cultivo no es un factor
decisorio a la hora de explicar la variabilidad observada en la hidrofobicidad de
superficie y adherencia a la nitrocelulosa de Escherichia coli y Neisseria
meningitidis.

2°. En relacion al efecto de la melatonina sobre la hidrofobicidad de superficie de
Escherichia coli, son pertinentes las siguientes consideraciones:

A) Independientemente del contenido en hierro del medio de cultivo la melatonina a
concentraciones nM no modifica significativamente la hidrofobicidad de superficie
de Escherichia coli.

B) A concentraciones uM, la melatonina induce una disminucion relevante de la
hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli incubada en presencia de
concentraciones estandar de hierro, modificaciones que no se relacionan con la
sintesis proteica —de novo” por la bacteria.

3° El efecto de la melatonina sobre la adherencia a los filtros de nitrocelulosa en
Escherichia coli puede expresarse en los siguientes términos:

A) A concentraciones nM, la melatonina ejerce un efecto irrelevante sobre la
adherencia a la nitrocelulosa.

B) A concentraciones pM, la melatonina induce leves disminuciones del porcentaje
de adherencia a la nitrocelulosa, que se podra revertir al inhibir la sintesis proteica
“de novo” con cloranfenicol.

4°. En la misma linea que las conclusiones anteriores, y en referencia a la hidrofobicidad
de superficie de Neisseria meningitidis, podemos afirmar:
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A) A concentraciones nM, la melatonina no mofica la hidrofobicidad de superficie.

B) A concentraciones uM, la melatonina induce incrementos de relevancia en la
hidrofobicidad de superficie.

C) La inhibicién de la sintesis proteica con cloranfenicol origina disminuciones
sustanciales de la hidrofobicidad de superficie del microorganismo, lo que viene a
indicar que la sintesis proteica “de movo” es un determinante importante en la
hidrofobicidad de superficie de Neisseria meningitidis.

5°. El efecto de la melatonina sobre la adherencia a la nitrocelulosa de Neisseria
meningitidis puede expresarse en los siguientes puntos:

A) A concentraciones nM, la melatonina ejerce un efecto irrelevante sobre la
adherencia a la nitrocelulosa.

B) A concentraciones pM, la melatonina induce ligeros aumentos del porcentaje de
adherencia a la nitrocelulosa cuando el microorganismo se incuba en presencia de
hierro suplementario, estas modificaciones no revierten al inhibir la sintesis proteica
“de novo” con cloranfenicol.

6°. La vitamina E ejerce un efecto sobre las propiedades de superficie estudiadas en
Escherichia coli y Neisseria meningitidis que se pueden resumir en los siguientes
puntos:

A) Disminucion estadisticamente relevante de la hidrofobicidad de superficie, tanto
en Escherichia coli como en Neisseria meningitidis.

B) Aumento del porcentaje de adherencia a la nitrocelulosa tanto en Escherichia
coli como en Neisseria meningitidis.

7°. Por ultimo, y segin se desprende de las conclusiones anteriores, evidenciamos:

A) Efectos contrapuestos de la melatonina a concentraciones uM sobre la
hidrofobicidad de superficie de Escherichia coli y Neisseria meningitidis.

B) Modificaciones de mayor relevancia de las propiedades de superficie estudiadas
en el presente proyecto de Tesis Doctoral para Escherichia coli y Neisseria
meningitidis tras incubacion con vitamina E.

C) La contribucion de la sintesis proteica de novo a la variabilidad de la
hidrofobicidad de superficie inducida por melatonina es sustancialmente distinta en
Escherichia coli y Neisseria meningitidis.
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Apreciaciones que nos hacen suponer un efecto relevante de los antioxidantes
estudiados, y en general de los procesos de oxidoreduccion sobre las caracteristicas de

superficie de Escherichia coli y Neisseria meningitidis, y probablemente sobre su
potencial patogenicidad.
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