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RESUMEN

N. meningitidis es un microorganismo fragil, que precisa un estrecho contacto
entre huéspedes para asegurar su transmisibilidad. La relacidn existente entre estado de
portador y desarrollo de enfermedad invasiva es multicausal, aunque clasicamente se
implican tres factores: huésped, ambiente y cepa bacteriana.

El interés del estudio del estado de portador asintomatico de N. meningitidis
deriva de la posibilidad de que el huésped pueda albergar y ser vehiculo de cepas
patdgenas originando en nifios susceptibles el desarrollo de enfermedad invasiva.

El estrés oxidativo se ha relacionado con la respuesta immunitaria alterada en
algunas enfermedades cronicas, infecciosas y tumorales.

En nuestro estudio planteamos la necesidad de conocer la situacion
epidemioldgica del estado de portador asintomatico de N. meningitidis en nuestro
medio. Planteamos como hipdtesis:

1. Que las alteraciones del equilibrio REDOX del huésped pueden explicar la
persistencia del estado de portador en algunos nifios e incluso en situaciones
extremas la progresion hacia la enfermedad meningocdcica.

2. Que las situaciones de aumento de adiposidad, relacionadas por otros autores
con un aumento de radicales libres se asociarian con mayor prevalencia de
portadores de N. meningitidis.

3. Que las disminuciones en la capacidad antioxidante total del plasma se
podrian asociar con un aumento en la prevalencia de portadores
asintomaticos de N. meningitidis.

Sobre una poblacion posible de la comarca de 704 nifios hemos reclutado previo
consentimiento informado a 324 nifios. De ellos, 20 resultaron ser portadores de N.
meningitidis, lo que supone una prevalencia efectiva del 6,5%. Con un disefio de caso-
control anidado, hemos seleccionado 1 control por cada portador. Se analizan variables
somatométricas, nutricionales, hematoldgicas, bioquimicas y capacidad antioxidante
total del plasma.

Tanto los casos como los controles se mostraron homogeneos para las variables
somatométricas y hematoldgicas consideradas. Encontramos una capacidad antioxidante
total del plasma de 0,13 1/IC 50 (IC 95 % : 0.05 — 0,21) en portadores asintomaticos
frente a 1,43 1/IC 50 (IC 95 % : -4.4 — 7.27) en los controles. El resto de las variables
consideradas no mostraron diferencias significativas. Observamos una tendencia

D. Manuel Molina Oya



Tesis doctoral

significativa a aumentar el riesgo de portador de N. meningitidis en sujetos con
sobrepeso y obesidad, con riesgo significativamente mayor de portador en pacientes
obesos.

Segln se desprende de los puntos anteriores evidenciamos una capacidad
antioxidante del plasma mas baja en sujetos portadores de N. meningitidis y tras ajuste
por grupos de edad, mayor prevalencia de portadores en sujetos con sobrepeso y obesos.
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INTRODUCCION

5.1. Anélisis antropométrico de una poblacion infantil.

La antropometria nutricional es una técnica inocua cuyo objetivo es investigar el
crecimiento y desarrollo fisico del nifio (1). Tiene la sencillez de la recogida de datos y
su reproductividad. De entre la gran variedad de pardmetros antropométricos que
definen el tamafio y morfologia corporal, hay un grupo reducido que, aisladamente o en
combinacion con otros, van a definir de una forma bastante precisa, el estado nutricional
del sujeto reemplazando a otros métodos mas sofisticados EI crecimiento que a lo largo
de la infancia no sigue un ritmo lineal presenta aceleraciones y desaceleraciones que
siguen con bastante aproximacién un patron matematico descrito en su dia por Karlberg;
estas ecuaciones, que siguen la logica de un analisis de regresion, permiten dividir la
infancia en tres periodos, que podriamos definir como infancia precoz, infancia tardia y
adolescencia. El primer periodo que este autor lo delimita hasta los 3 afios se caracteriza
por un patrén de crecimiento rapido y sus determinantes fundamentales serian
condicionamientos genéticos; le siguen un periodo de relativo enlentecimiento del
crecimiento y a partir de los 9 afios un periodo de aceleracion del crecimiento debido en
su mayoria al efecto sumatorio de esteroides sexuales y somatotropina (2).

La recogida de los parametros antropométricos debe efectuarse siguiendo unas
normas aceptadas internacionalmente que minimicen el error sisteméatico de medicion
inter o intraobservador, aportando precision y fiabilidad. Por otro lado, la uniformidad
metodoldgica debe permitir la comparabilidad y reproductividad de los resultados de los
estudios realizados para diferentes poblaciones. Los pardmetros que se han demostrado
utiles en la evaluacion nutricional son los siguientes: talla, peso, perimetro craneal,
perimetro bicipital y pliegues cutaneos.

Los distintos parametros pueden clasificarse en:

e Medidas de dimensiones corporales: longitud, talla, perimetros,
didmetros.

e Medidas de la composicién corporal: peso, pliegues cutaneos, indices
corporales.

e Medidas de maduracion: 0sea y sexual (3).

En lineas generales se puede afirmar que el peso, perimetro del brazo y paniculo
adiposo reflejan las alteraciones recientes de la nutricion, mientras que la talla se afecta
s6lamente en los cuadros cronicos.
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5.1.1. Talla.

En el nifio sano el percentil de su talla esta en relacion fundamentalmente con su
patrén genético. Su percentil de talla se mantiene por lo general constante a lo largo de
su periodo de crecimiento, siempre que no haya alteraciones ambientales u organicas
que comprometan el normal proceso de nutricion.

El periodo inicial hasta los dos afios se caracteriza por una velocidad de
crecimiento rdpida, con unas cifras medias de 20-22 cm en el primer afio y de 12 cm en
el segundo. La etapa de la nifiez se caracteriza por un descenso del ritmo de los 2 a los 4
afos, siendo la media de 9 cm del 2° al 3° afio y de 7 cm del 3° al 4° afio. A la edad de 4
afios, el nifio duplica su talla del nacimiento. A partir de esta edad la velocidad de
crecimiento estatural es del orden de los 5 a 6 cm por afio (4). Al mismo tiempo se van
modificando las proporciones del cuerpo por un alargamiento del segmento inferior, que
llega a igualarse al superior, llegando a ser el cociente segmento inferior/segmento
superior igual a la unidad. En la adolescencia se produce una nueva aceleracion del
crecimiento, que comienza hacia los 10-11 afios en las nifias y hacia los 12-13 afios en
los nifios, teniendo siempre en cuenta que el brote puberal tiene méas relacion con la
maduracion 6sea que con la edad cronoldgica.

5.1.2. Peso.

Refleja el estado de crecimiento y de nutricion. EIl peso del recién nacido es
superior en varones que en hembras, aumenta rapidamente en el transcurso del primer
afio de vida, duplicandose al final del 4° mes y se triplica al final del 10°. A partir de los
2 afios la curva ponderal es mas homogénea con una ganancia anual media de 2 a 2.5
kg. A los 3 afios se cuadriplica el peso al nacimiento. En la adolescencia hay un
desarrollo de masa muscular en el varon y de tejido subcutdneo en la hembra,
precediendo a menudo al brote estatural (3). En la practica se han establecido los
percentiles 90 y el 10, o £3DS, en relacion tanto al peso como a la talla, para definir los
limites de los nifios sospechosos de obesidad o malnutricidn respectivamente.

5.1.3. Indices corporales (indice nutricional e indice de masa corporal)

Los indices que valoran exclusivamente el peso del nifio no informan de la
composicion corporal, por lo que resulta de utilidad el empleo de otros indicadores
antropométricos. Para evitar las diferencias en cuanto a las variaciones genéticas del
peso de los nifios en relacién fundamental con la talla; se establece como parametro de
significacion nutricional el peso en relacion a la talla, con el uso generalizado de
indicadores como el:

Peso (Kg)
Talla (m)
Peso (KQg)
Talla (m®)

e Indice nutricional =

e Indice demasacorporal =

Como resultado podemos distinguir los siguientes grupos nutricionales:
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Inferior a 90: Malnutricion.
90-110: Normal.

110-120: Sobrepeso.
Superior a 120: Obesidad.

Mas adecuadas son las curvas de distribucion del cociente indice nutricional con
relacion a la edad. Un dato interesante y a recordar es que en los nifios con edades
superiores a los 10 afios, el indice de masa corporal (IMC) se relaciona positivamente
con las lipoproteinas de baja densidad (LDL-C) y negativamente con las lipoproteinas
de alta densidad (HDL-C), lo que asociado a la elevacion de la TA que acontece en los
individuos obesos, hace de este indice sea un estimador mas de riesgo coronario.

5.1.4. Pliegues cutaneos.

La medicién de estos pliegues tiene como Unico objeto la determinacion de la
grasa subcutanea, la cual se estima que constituye el 50% de la grasa corporal (1). Para
su medicién usamos compases de precision, el mas utilizado es el modelo Holtain
Skinfold Caliper, cuya precision es de 0.2 mm. Su uso correcto minimiza el error intra e
interobservador siendo el mismo no superior a 0.6 mm. Convencionalmente la medicion
la debemos de realizar en el hemicuerpo izquierdo. La medicion debe realizarse en las
zonas siguientes:

e Pliegue tricipital. Se mide en la parte posterior del brazo izquierdo, en un
punto situado a mitad de camino entre el acromion y el olécranon, con el
brazo colgado relajado al costado del paciente.

e Pliegue bicipital. A nivel del musculo bicipital en la zona anterior del brazo
izquierdo.

e Pliegue subescapular. Por debajo del angulo de la escapula izquierda.

e Pliegue suprailiaco. Medido 1 cm por encima y 2 cm por dentro de la espina
suprailiaca anterior.

La capa grasa subcutanea tiene una curva propia de crecimiento totalmente
diferente al resto de los tejidos, creciendo desde el nacimiento hasta los nueve meses, a
partir de los cuales tiene una velocidad nula o negativa, hasta la edad de seis a ocho
afios que empieza a aumentar de nuevo y a partir de los ocho afios las curvas para las
nifas y nifios divergen de una forma radical. Todos los valores de los pliegues de las
hembras exceden a la de los varones siendo a los doce afios cuando se encuentra mayor
diferencia (1). La interpretacién de estos valores de medida con respecto al estado
nutricional del nifio, precisa estandares de referencia adecuados. En nuestro pais
disponemos de curvas de distribucion propias, las Gtimas recogidas en el documento
Consenso de la AEP (5). En nuestro medio nifios con valores por encima del percentil
90 pueden ser etiquetados de obesos. Los que presenten valores por debajo del percentil
3 se catalogan de desnutridos.

Actualmente se admite que el pliegue del triceps estima la obesidad generalizada
o periférica, mientras que el pliegue subescapular mide preferentemente la obesidad
troncular. Esta ultima tiene mayor transcendencia epidemioldgica, ya que se ha
demostrado que tanto el pliegue subescapular como el suprailiaco son mejores
predictores de la obesidad adulta que los pliegues de las extremidades.
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Una utilidad adicional de los pliegues es su uso para el calculo de la densidad
corporal y el porcentaje de grasa, a través de unas ecuaciones que incorporan los valores
del IMC y de los cuatro pliegues: triceps, biceps, suprailiaco y subescapular; obteniendo
por métodos no cruentos y sencillos, la masa de grasa corporal total, y por sustracién, la
masa magra, de la que depende el metabolismo basal, tanto en obesos como no obesos,
sustituyendo a la densitometria cuya técnica es mucho mas dificultosa.

5.1.5. Perimetros.

El perimetro braquial es el de mayor interés en antropometria nutricional,
medido en el brazo izquierdo. Los valores del perimetro braquial son reflejo de una
serie compleja de factores entre los que figura la ingesta proteica, por lo que la
circunferencia del brazo se considera un sencillo indice de evaluacion del musculo
esquelético. Se considera una medida de desnutricion, Gtil y facil de obtener. Un valor
inferior al 75% de la media para la edad indica malnutricién grave, entre 75-80%
moderada, entre 80-85% leve y por encima del 85% se considera normal.

Dado que el valor de este
perimetro depende de los
compartimentos - graso y muscular -
en el brazo, se han ideado férmulas
para que, conjuntamente con el
pliegue del triceps, poder estimar el
area muscular y el area grasa a este
nivel. Puede usarse indistintamente el
normograma de Gurney y Jelliffe
(Figura 1).
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Figura 5.1. Normograma de Gurney y
Jelliffe.

Estas &reas constituyen un instrumento metodoldgico util en estudios
nutricionales. Se considera que el area muscular mide la reserva proteica, mientras que
el &rea grasa estima la reserva energética, por lo que tiene interés en el estudio de la
malnutricion proteico-calérica. En base a estos valores se ha establecido el indice
Adiposo Muscular, que resulta del cociente entre el &rea grasay el area muscular. Una
informacién parecida aporta el Cociente Adiposo Muscular, obtenido al dividir el
pliegue del triceps entre el perimetro del brazo.

5.2. Radicales libres.
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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, bioguimicos y agentes externos, lo cual conduce a la
salud celular y del organismo en su conjunto. Cuando se produce una lesion celular,
aungue no siempre es posible encontrar el punto donde se ha producido el dafio celular,
se sabe que son fundamentalmente cuatro los sistemas celulares basicos 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
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 inorganicas.

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 patolégicas como irradiacion, drogas,
hipoxia mantenida... 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 oxidacién a priori lesivos.

Algunos autores han definido a los RL como cualquier sustancia (molécula o
atomo) capaz de una existencia independiente, que contiene uno 0 mas electrones no
apareados en su ultima orbita electronica (nimero impar de electrones) (6). 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
dafan en funcién 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 electron para conseguir su estabilidad. Este hecho le
confiere un gran poder para oxidar moléculas bioldgicas como las proteinas, los lipidos
y los &cidos nucleicos.

Siempre que un radical cede un electrén, toma un electron o simplemente se une
a una molécula no radical, ésta se transforma en radical (7). Un radical libre puede
convertirse en estable cuando capta un electron de una molécula diana, pero a cambio
ha creado un nuevo radical libre (Figura 5.2), el cual puede tener una reactividad alta
afectando a otras células diana y dando lugar con ello a una reaccion en cadena, 0 una
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reactividad baja, quedando interrumpida la cadena. En caso de union de dos radicales,
ambos desapareceran como tales (6). Con el nombre de “especies reactivas de oxigeno”
(ERO), se conocen a los radicales libres derivados del oxigeno; éstos tienen un papel
fundamental en los procesos fisioldgicos y patoldgicos y son: anion superdxido (O,),
perdxido de hidrégeno (H,0;) y radical hidroxilo (HO).

proceso de formacion de los radicales libres en los diversos procesos
bioldgicos es continuo, bien sea de forma “accidental”, como ocurre cuando hay escape
de electrones de las cadenas de transporte mitocondriales o autooxidaciones, o0 bien de
forma “fisiolégica”, como sucede durante la activacion de fagocitos o, en menor grado,
por células diferenciadas tipo fibroblastos o linfocitos.

Electron
No pareado Oxidado
Reducido 4F W
(ONO) O O (ON©)
Transferencia
Q Q de electrones +
Diana Radical I|bre

Figura 5.2. Representacidn esquematica de la reaccion de un radical libre con una molécula.

Sabiendo que los radicales libres se estdn formando continuamente es evidente
que el organismo debe 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

(8).
5.2.1. Radical Superdxido (O27).

Es un radical libre que se forma tras una reducciébn monovalente o
monoelectrénica del oxigeno molecular.

O, +e—> 0,

Es conocida su implicacién en diversos procesos citotdxicos, a pesar de ser una
especie menos reactiva que otros radicales (8). 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 (9).

Los radicales superdxido se producen en numerosas reacciones enzimaticas y no
enzimaticas, aunque parece que su principal fuente de formacion tiene lugar en la
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cadena mitocondrial de transporte de electrones. Otras fuentes de produccion son las
reacciones catalizadas por la xantino-oxidasa y la aldehido-oxidasa, el escape de
electrones del citocromo P40 en el reticulo endoplasmético hepatico, o en la
autooxidacion de moléculas como hemoproteinas, hidroquinonas, catecolaminas,
ascorbato, tioles, etc. (10).

Tabla 5.1. Algunos radicales libres y su blanco bioldgico tipico.

Radical Nombre Vida media Blanco biolégico
0, Superoxido 107>, Enzimas
H,0, Perdxido de hidrégeno Estable Acidos grasos insaturados
HO Radical hidroxil 107 % Todas las moléculas
R’ R-ilo 1075 Oxigeno
RO’ R-oxilo (alcoxilo) 1075 Acidos grasos insaturados
ROO’ R-dioxilo (peroxilo) 7s Acidos grasos insaturados
ROOH’ Hidroperdxidos Acidos grasos insaturados
o, Singlete de oxigeno 1075, H,0
HOCL Acido hipocloroso Estable Distintas moléculas
NO Radical de 6xido nitrico ~1 Distintas moléculas

El anion superdxido puede transformarse en radical perhidroxilo (HO,") cuando
el pH es bajo. Este nuevo radical es mas reactivo y tiende a reaccionar con
lipoperdxidos ya formados originandose radicales peroxilo. Esta transformacion,
cuando el pH es fisioldgico se produce en una proporcion muy inferior (<1%) (9).

5.2.2. Perdxido de hidrogeno (H,0,).

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

(a) 20, + 2H" —SOD— 05 + H,0,

(b) O, +2¢e + 2H" —SOD— H,0,

El peroxido de hidrégeno no es un radical libre en sentido estricto, ya que carece
de electrones desapareados (11); sin embargo, estd incluido en el grupo de “especies
reactivas del oxigeno” debido a su capacidad para atravesar membranas bioldgicas y de
generar (en presencia de iones metélicos de transicidn o de oxigeno) el radical hidroxilo
(OH).

En condiciones fisioldgicas la principal fuente de produccion de peréxido 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) (12).
Aunque la reactividad quimica del anion superdxido es limitada, el H,O, puede
atravesar sin dificultad las membranas biologicas, llegando a producir lesiones
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oxidativas en macromoléculas, distante de su lugar de produccion (11). 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, o un i6n metalico como el Fe?* .

5.2.3. 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,0O, radica, como ha quedado expuesto
anteriormente, en la produccion 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 (13). Este radical
surge de la descomposicion del peroxido de hidrogeno en presencia de metales de
transicion, como el hierro (Fe?*) y el cobre (Cu®"). Cuando es el hierro el que participa
en la produccién del (OH), tiene lugar la reaccién 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 superéxido (9).

0O, + H,Op, — Mn* — OH + OH + (02

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

Fe¥* + 0, — O, + Fe?*
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Otras fuentes de produccion del radical hidroxilo son:

- Fision del agua provocada por exposicion a radiaciones ionizantes.
- Fotones del peroxido de hidrégeno.

- Reduccion del ozono por transferencia electrénica.

- Interacién radical-perdxidos organicos.

5.2.4. Oxigeno Singlete (*O,).

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 (14). Se produce principalmente, cuando ciertos compuestos
absorben luz al ser iluminados en presencia de oxigeno, adquiriendo de esta forma un
estado de excitacion electrénica, transfiriéndose este exceso de energia al oxigeno y
transformandose en oxigeno singlete (15).

Compuesto —luz— compuesto (excitado)

Compuesto” + O, — 'O, + compuesto

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 reaccién entre peroxidos, siendo baja la probabilidad de colision. Por
ultimo, Kanosfky y Sima (16), han encontrado que otra forma de produccion de este
radical consiste en la interaccion del ozono con ciertas moléculas biol6gicas.

5.2.5. Fuentes de produccion de radicales libres.

La formacion de RL, puede acontecer de forma fisiologica o patologica,
utilizando diversos mecanismos (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Procedencia del estrés oxidativo.

FUENTE MECANISMO

Transporte mitocondrial de electrones Superdéxidos por reduccion ineficiente de O,
Metales idnicos Cu™y Fe* facilitan radicales hidroxil
Células inflamatorias Radicales libres por fagocitos activados
Enzimas (xantina oxidasa) Reperfusion de tejidos isquémicos

Drogas (paraquat,Adriamicina, Intermediarios metabdlicos

paracetamol)

Humo cigarrillos Fase gaseosa rica en radicales libres
Radiacion Rayos X, luz ultravioleta
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5.2.6. 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.

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 (12), dando lugar a la formacion de anion superdxido, el cual rapidamente se
dismuta (por accién de la superoxido dismutasa) a peroxido de hidrégeno (17), con la
consiguiente formacion posterior de radical hidroxilo mediante reaccion de Fenton o de
Haber-Weiss.

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

- Ante el incremento en la concentraccién 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 (18).

- Cuando la cadena de transporte de electrones esta completamente reducida, como
sucede durante los periodos de isquemia y reperfusion (19).

5.2.7. Sistema xantino-oxidasa.

La xantino oxidasa es la enzima que se encarga de catalizar la oxidacién de
hipoxantina a xantina y de ésta a &cido Urico, acoplando a dicha oxidacién una
reduccién monovalente del oxigeno molecular, con la consiguiente formacion de anion
superdxido. Cuando los mecanismos homeostaticos celulares se alteran, como sucede en
situaciones de isquemia, se puede producir aumento del Ca** citosélico. Esta situacion
provoca la activacion de enzimas dependientes del calcio como las proteasas (19).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 (20). La xantino-
oxidasa puede resultar inhibida por allopurinol o por 2-amino-4-hidroxil-6-
formilpteridina (pteridil-aldehido) (8).

5.2.8. Metabolismo del &cido araquiddnico.

El &cido araquiddnico (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 produccién de
radicales libres a nivel del endotelio vascular. El &cido araquidonico se produce tras la
activacion de fosfolipasas calcio-dependientes que acontece como consecuencia del
aumento de Ca®" intracelular en situaciones fisiolégicas, como sucede durante los
episodios de isquemia. Por la via ciclooxigenasa, el &cido araquidonico sufre una
primera oxigenacion mediante la cual se origina la prostaglandina G, (PGG;) que, mas
tarde y mediante la accién de la prostaglandina Hj-sintetasa, se convierte en
prostaglandina H, (PGH,). Es en esta Gltima etapa y en presencia de NADH o NADPH,
donde se puede generar O, (21). La sintesis de oxigeno singlete (*O,) se lleva a cabo a
través de la via lipooxigenasa (22). Por ambas vias se pueden formar perdxidos
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intermedios que, junto con los radicales libres, pueden incrementar el dafio en
situaciones patoldgicas (23).

5.2.9. Formacidn de radicales libres por células fagociticas.

Las células fagociticas generan radicales libres, por el s6lo hecho de tener una
actividad bactericida. El lugar de formacion 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 anién
superoxido (O27). Este ultimo se puede originar también de la oxidacion espontanea de
las flavinas reducidas y de las catecolaminas. Neutrdfilos, eosinofilos y fagocitos
mononucleares poseen en su membrana el sistema flavoproteico citocromo bgsy
NADPH-oxidasa. ElI 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 produccién de O, derivado de la sintesis de NADPH a
partir de hexosas monofosfato (24).

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,0,
(que ha sufrido una dismutacion por el anién superdxido), oxida el CI” produciendo
acido hipocloroso (HCIO), que a su vez oxida los grupos suthidrilo ("SH) (23). Una
deficiencia congénita de esta enzima (Enfermedad Granulomatosa Crénica) favorece la
aparicion de infecciones de repeticion.

H,O, + CI” + H' — CIOH + H,0

El pH existente en situaciones de inflamacion y fagocitosis facilita la liberacion
de iones metélicos, conduciendo a la formacion de radical hidroxilo en los
fagolisosomas por la clasica reaccion de Fenton (25).

El oxido nitrico (NO), radical formado durante la fagocitosis, produce un efecto
citotoxico en la defensa contra células tumorales, hongos, parasitos, protozoos,
helmintos y micobacterias (26). 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 acentla
por un incremento en el metabolismo del acido araquidonico, cuya liberacion de las
membranas aumenta durante el citado proceso de fagocitosis.

5.2.10. Metales ionicos y produccion de radicales libres.

Algunos radicales libres como el anion superdxido (O27) y el perdxido de
hidrogeno (H,0;), aunque poseen una baja reactividad directa sobre macromoléculas,
pueden dar lugar a otros radicales mas reactivos como el radical hidroxilo (OH)
requiriendo para ello la presencia de metales de transicion, principalmente hierro (Fe®")
y cobre (Cu") (27). 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
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el anién superéxido, para oxidar el i6n férrico (Fe®"), que no es reactivo con el peréxido
de hidrégeno (H,0,), a ferroso (Fe®").

Fe* + Ascorbato —> Semihidroascorbato + Fe®*

Fe** + 0, " >0+ Fe?*

El cobre es otro i6n metalico que se utiliza con frecuencia in vitro y que produce
mayor dafio 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
“libre” 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.

5.2.11. Citocromo Pas.

El sistema citocromo P4so puede reducir compuestos generando radicales libres.
Un ejemplo de este proceso es la eliminacion de alcoholes como el etanol por el
citocromo P45 dando lugar a la formacion de hidroxietileno a nivel hepético (28)

5.2.12. 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 didxido de
nitrégeno, ozono, dioxido de azufre, 6xido de nitrégeno, éxido nitrico, etc., que en altas
concentraciones pueden producir lesiones caracteristicas en el tracto respiratorio. Por
otro lado, algunos atomos 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.

5.2.13. 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 funcion biologica, no resultando los mecanismos
antioxidantes efectivos al 100% (15).

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 ionicos, etc. La peroxidacion lipidica genera
hidroperdxidos 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 formacién 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 (15).

El estrés oxidativo estd presente en una gran variedad de enfermedades,
existiendo opiniones controvertidas sobre si es el estrés oxidativo el causante del dafio
celular, o bien es el dafio celular el que, mediante el aumento de los radicales libres
produce el estrés oxidativo; en la actualidad parece prevalecer la primera suposicién
(20).

5.2.14. Interacciones entre radicales libres e hidratos de carbono.

Algunos azlcares, 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
iniciaria la cadena O,— H,0, — OH provocando la aparicion de radicales peroxido a
partir de cualquier cadena carbonada larga (proteinas, lipidos, etc.).

En condiciones fisioldgicas, los monosacaridos son capaces de reducir el
oxigeno molecular autooxidandose y formando cetoaldehidos e intermediarios
oxidantes como O en un proceso catalizado por metales de transicion (29). 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 (18).

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. (30).

5.2.15. Interacciones radicales libres y DNA.
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El estrés oxidativo acarrea una serie de consecuencias sobre el DNA, tales como
el incremento de mutaciones, entrecruzamientos, roturas espontaneas en las cromatidas
0 perdida de fragmentos cromosomicos (31). Los radicales libres del oxigeno (en
particular el OH) presentan una gran avidez en la fijacion 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 perdxido de
hidrégeno, por la reaccion de Fenton. EI OH, solo o en presencia de H,0,, 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 hidrégeno (H,0;) y del anién superdxido (O;7) en
presencia de metales de transicion, formandose como consecuencia radical hidroxilo. El
dafio indirecto sobre el DNA también puede ser mediado por endonucleasas
calciodependientes (31). 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 sefialado como una de las causas mas importantes del
envejecimiento. Asi, “el dafio del DNA nuclear produciria cancer, y el de las
mitocondrias, envejecimiento”.

5.2.16. 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 lipoperoxidacion y la produccion
de entrecruzamiento catalitico por parte del malondialdehido (32), dando lugar a
modificaciones generalizadas. Por otro lado, el dafio oxidativo sobre las proteinas puede
ocasionar ataques selectivos, con modificaciones en puntos especificos, siendo los
aminoacidos lisina, histidina, arginina y prolina los més afectados. Estas modificaciones
se conocen por “oxidaciones catalizadas por metales” y l0s enzimas que contienen
metales de transicion son los que tienen mayor riesgo de sufrir el dafio oxidativo (33).

5.2.17. 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 (34). 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 perdxidos organicos y otros productos a partir de los acidos grasos

insaturados. El proceso de peroxidacién conduce por tanto hacia la formacion de LOO",
endoperoxidos e hidroperdxidos (35).

Los acidos grasos mas susceptibles de ser atacados por radicales libres son los
que tienen mayor numero de dobles enlaces, como el linoleico (C18:2n6), el
araquidonico (C20:4n6) y el docosahexaenoico (C22:6n3); los &cidos grasos
monoinsaturados (como el &cido oleico, C18:In9) son relativamente resistentes,
mientras que los saturados solo son oxidantes bajo condiciones extremas (36).
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Entre los productos finales de la peroxidacion lipidica se encuentran los
hidroperdxidos de &cidos 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 4tomo
de hidrégeno de un metilo de la cadena del acido graso para dar lugar a un radical
lipidico centrado en el carbono (15). Estos radicales centrados en el carbono reaccionan
seguidamente con el oxigeno produciendo el radical lipidico peroxilo (LOO"), el cual
puede reaccionar con otros acidos grasos comenzando una nueva cadena de oxidacion y
la formacién de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) (36). La presencia de dobles enlaces
en el acido graso facilitard esta pérdida de hidrogeno, ya que el radical formado se
estabiliza deslocalizando el electrén desapareado en los dobles enlaces adyacentes (36).
Los metales ionicos de transicion, como el hierro se consideran como los 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 proporcién 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 (15). Los perdxidos lipidicos son muy inestables en presencia de
metales de transicion como el hierro o el cobre, rompiéndose los hidroperdxidos
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 iniciacion por complejos metélicos
y las reacciones 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.

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 (36). La lipoperoxidacion afecta a las propiedades biofisicas de la
membrana, produciendo descenso de fluidez a traveés de ésta, cambios en las
propiedades de sus fases y disminucion de su resistencia eléctrica. Algunos autores (37),
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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. Tanto la peroxidacién lipidica como la
fluidez de membrana se han implicado en procesos patoldgicos y patofisioldgicos (38).
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 peérdida de la homeostasis ionica 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 (39).

Los efectos indirectos de la peroxidacion lipidica se deben por un lado a
productos liberados biol6gicamente 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 (36).

5.2.18. 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
superéxido-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 més importante. Esta enzima presenta una doble
funcién catalitica-peroxidica, en cuanto que cataliza la descomposicion de peroxidos de
hidrégeno en agua y oxigeno y produce la oxidacién de donadores de hidrégeno como
el metanol, etanol, o los fenoles con consumo de perdxidos, como el H,O, y los
hidroperoxidos alquilo.

Hz202 — 2H20 + O; ROOH + AH, — ROH + H,0 + A

El predominio de una u otra reaccion esta en funcion de la concentracion de
donadores de hidrégeno y de la concentracién o produccion de H,O, en el sistema.
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. (40), sobre la toxicidad
del oxigeno y sistemas de defensa enzimaticos en la Neisseria, observando que la mayor
tolerancia de N. gonorrhoeae al O,” extracelular y H,O, parecio ser debido a los muy
altos niveles constitutivos de actividad peroxidasa y catalasa combinada con una
impermeabilidad celular al O, .
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b) Superdxido 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 (41), ya que acelera la dismutacion espontanea de O, hacia H,O, y O..

O, + 0, + 2H" > O, + H,0,

Segun 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 citopldsmicas (Cu, Zn-SOD) y las manganeso-dependientes o
mitocondriales (Mn-SOD) cuya localizacién es intracelular, y una intracelular (Esc-
SOD) (41). Su mecanismo de accion se adapta a la siguiente ecuacion:

SOD-MN + O, — SOD-Mn™* + O,
SOD-Mn?t + O, + 2H" — SOD-Mn + H,0,

c) 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,0 + GSSG

Este enzima es crucial para la inactivacion del peréxido de hidrégeno y de otros
hidroperdxidos de cadena larga, encontrandose en los organismos vivos en dos grandes
grupos: las GPX-selenio dependientes y las GPX-selenio independientes (42). El primer
grupo contiene selenio en su centro activo, esta localizado fundamentalmente en el
citosol (70%) y en menor proporcion en la mitocondria (30%) y presenta actividad
frente a hidroperoxidos organicos y peroxido de hidrégeno, actuando segun la siguiente
ecuacion:

ROOH + E-CysSeH — E-CysSeOH + ROH
E-CysSeOH + GSH — E-CysSe-SG + H,0
E-CysSe-SG + GSH — E-CysSeH + GSSG
Los enzimas selenio independientes que no requieren selenio para su actuacion
presentan una afinidad por peroxido de hidrégeno mas reducida.
d) Glutation reductasa: La glutation reductasa (G-R) cataliza la reduccion 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 dxido-reduccion, actuando
asimismo en los procesos de detoxicacion y en otras funciones celulares de gran
importancia (43). La actividad enzimética de la glutation reductasa permite mantener un
elevado balance entre GSH/GSSG, necesario para detoxificacion de perdxido de
hidrégeno (molécula muy permeable a través de la doble capa de fosfolipidos de las
membranas celulares) y de otros agentes toxicos.

Mecanismos antioxidantes no enzimaticos:

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
nordihidroguayaretico 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 segun 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 (44).

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.

El resultado biolégico presentado en la figura 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 &cidos 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.
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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 5.4) (45). Aungue es sintetizada por un gran nimero
de células y tejidos (46), su sintesis en los mamiferos se lleva a cabo fundamentalmente
en la glandula pineal (47). 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 (48), 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 fendmenos de tipo circadiano y estacional,
fundamentalmente. Parece que estas acciones de la melatonina estdn 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 (49), el sistema
nervioso, la capacidad de crecimiento tumoral y se ha demostrado un efecto protector
del dafio sobre el DNA inducido por carcinégenos quimicos (50); funciones todas ellas
que se relacionarian con los primeros hallazgos sobre la potencial influencia de la
melatonina sobre cualquier célula del organismo (51). Tanto los 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
ningun receptor especifico, por lo que seria universal para todos los tipos celulares (52).
Estos radicales originan el estrés oxidativo, pudiendo desembocar en la degeneracion y
muerte celular como ya se vio6 anteriormente.

El radical hidroxilo (HO) es uno de los mediadores mayormente involucrados en
la toxicidad debido al oxigeno en los organismos (53), 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
metabdlicas se erigen en protectores de los efectos dafiinos de los radicales libres. A
este respecto se ha sefialado a la melatonina como un limpiador del altamente toxico

radical hidroxilo (HO), el radical peréxido (ROO") y el singlete de oxigeno (*0.). A la
accion protectora de esta molécula puede constribuir su capacidad para estabilizar
membranas celulares (53), 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 (54). En esta funcion de limpieza de radicales libres puede actuar
sinérgicamente con otros antioxidantes conocidos, como las vitaminas C y E. La accion
antioxidante de la melatonina incluye ademas, el efecto estimulante ejercido sobre las
enzimas antioxidativas superdxido dismutasa (SOD) (45) y glutation peroxidasa (GPX)
(55). 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
morfofisioldégicas y penetrar en los compartimentos subcelulares, sefialan a la
melatonina como un factor de gran importancia en la defensa antioxidativa.
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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 actla sinérgicamente.
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 (51).

El grupo de estudio de la melatonina creado en nuestro pais ha estudiado el
funcionalismo de la glandula pineal en nifios sanos de diferentes edades. En el periodo
neonatal ya esta presente un funcionamiento de la glandula, aunque adn no se ha puesto
en marcha el ritmo circadiano en sus secreciones. En la etapa preescolar se evidencia un
descenso en la secrecion de melatonina conforme avanza la edad del nifio, para
experimentar un ligero incremento en la pubertad. El esclarecimiento del ritmo de
produccion de melatonina abre un campo amplisimo respecto a las posibilidades de
administracion clinica en Pediatria, con especial interés en procesos patolégicos en los
que predomine un estrés oxidativo con un exceso de produccién de radicales libres
(Sepsis, meningitis bacterianas, convulsiones intratables, etc.).

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 (56).

c) 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 peroxidacion (57).

5.3. Estructura bacteriana.

Las bacterias son microorganismos unicelulares incluidas dentro del grupo de las
células procariotas (del griego procaryos, previo al ndcleo). A diferencia de las células
eucariotas (del griego eukaryos, nucleo verdadero), las bacterias carecen de membrana
nuclear y organulos citoplasmicos especializados, su divisién se realiza por fision
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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. 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 Gltimos pueden
ser expresados por la bacteria en determinadas circunstancias o incluso no expresarlos
en absoluto.

5.3.1.Elementos obligados.

Pared celular: Se trata de una estructura rigida, inmediatamente externa a la
membrana citoplasmica. Entre sus funciones, se describen:

a) Dar formay rigidez a la bacteria.

b) Proteccion de los elementos internos frente a factores adversos externos,
fundamentalmente de los cambios de presion. Al ser la presién 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 teflido con distintos colorantes, permitiendo la
clasificacion de bacterias en grampositivas (violetas) y gramnegativas
(rojas).

La pared celular de las bacterias grampositivas es gruesa y homogénea, unida
intimamente a la membrana citoplasmica, esta 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-muramico y N-acetil-
glucosamina unidas por enlaces beta-1-4. La parte peptidica esta compuesta por
pequefas cadenas de a.a. (alanina-acido glutdmico-lisina-alanina). Los acidos teicoicos
son polimeros de glicerol fosfato o ribitol, con restos de aminoacidos y azucares
ligados. Se hallan unidos al propio peptidoglicano o a los lipidos de la membrana
citoplasmica, denominadose en este caso acidos lipoteicoicos. Los acidos teicoicos son
los principales antigenos de las bacterias grampositivas (el polisacarido A de S. aureus
es un &cido teicoico). Desempefian ademas 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 méas 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
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externa de la membrana externa esta constituida por un lipopolisacarido (LPS) que a su
vez consta de tres partes: a) La porcidn superficial que constituye el denominado
antigeno O 6 somatico (uno de los antigenos fundamentales de los gramnegativos). Las
bacterias estan en fase rugosa o lisa segun pierdan o no el antigeno O. b) La capa
intermedia constituye el “core” y es un antigeno de grupo. c) El area mas interna o
lipido A, es la endotoxina responsable del inicio del cuadro del shock séptico. Es menos
antigénica que la parte polisacéarida.

La capa interna de la membrana externa es un fosfolipido, similar a la membrana
citoplasmatica 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 periplasmico,
inexistente en grampositivos y que contiene la capa de mureina, enzimas y proteinas de
transporte implicadas en procesos metabdlicos 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 patégenos humanos, los géneros
Mycoplasma y Ureaplasma. Son bacterias extremadamente fragiles en medios iso o
hipotonicos, pleomorficas, gramnegativas e insensibles a los antimicrobianos que acttan
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 terapelticos o recidivas, con antimicrobianos que acttan 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
sintesis del peptidoglicano, y son la “diana” de los antimicrobianos betalactamicos. 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 osmética 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.

o Participa en la produccion de energia en forma de ATP a partir de
nutrientes. 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 capsula, lipidos de la membrana'y ADN.

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

o Interviene en la division celular mediante los mesosomas, separando los
nucleos hijos y dividiendo la célula.
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o Posee proteinas receptoras que acttan en la quimiotaxis.
o Es el lugar de accion de algunos antibiéticos.

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

o Ribosomas. Se visualizan con el microscopio electronico. Suelen estar
agrupados en 3-4 elementos unidos por un filamento de ARN mensajero,
denominandose polirribosomas. Estan compuestos por ARN y proteinas. Son
los organulos donde se efectlia la sintesis proteica y constan de una subunidad
mayor (50s) y una menor (30s), siendo el punto de accidon de varios de los
antimicrobianos (tetraciclinas, macrdélidos, aminoglucosidos, cloranfenicol y
lincosamidas).

o Inclusiones citopldsmicas. Son de naturaleza muy diversa, tratandose
habitualmente de depdsitos de reserva, aunque a veces obedecen a fenémenos
degenerativos. Se distinguen dos grupos:

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

b. Granulaciones: Son inclusiones soélidas que suelen contener
material de reserva y que pueden ser observadas con el microscopio
dptico. 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.

Genoma bacteriano: Constituido por moléculas de ADN cromosémico y
extracromosomico. EI ADN cromosémico 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 extracromosomico 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 auténoma del cromosémico y esta constituido por plasmidos y bacteri6fagos
atemperados o lisogénicos (virus bacterianos no virulentos).

a) 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. Esta 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
idéntica a la de las células eucariotas, sirviendo cada cadena
de molde para una complementaria nueva. La informacion
geneética del nucleoide se puede transferir de una bacteria a
otra al pasar parte del cromosoma por transformacion (a través
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b)

del medio), conjugacion (arrastrado por un plasmido) o
transduccion  (mediante  un  bacteriéfago).  Diversos
antimicrobianos actdan 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 células). Esta ultima se puede realizar por
transformacion, transduccién, 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 dotacién genética para
transferirse a otras bacterias, el mas conocido es el factor F
descrito en Escherichia coli K 12; plasmidos de virulencia que
transmiten informacion que permite la sintesis de toxinas, pili
u otros factores de patogenicidad. Tanto las enterotoxinas
termolabiles, como los pili (factor de colonizacion) de
Escherichia coli enterotoxigénicos estan mediados por
plasmidos. Por ultimo, otros plasmidos codifican la
produccion de sustancias antimicrobianas y la realizacion de
diversas funciones metabolicas.

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.

5.3.2. 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.

Glicocalix:

Es una cubierta externa a la pared celular de estructura

homopolisacérida 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



Tesis doctoral

confiere una gran facilidad para su eliminacion. Recibe tambien el nombre de capa
mucosa 0 slime y es sintetizada mediante enzimas presentes en la membrana
citoplasmica.

Cumple una funcion especial para que la bacteria logre adherirse a superficies
lisas no descamativas, como por ejemplo: dientes, huesos, véalvulas cardiacas o
materiales biol6gicos 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 antibidticos, aportando de esta
forma una buena proteccion a la bacteria.

Cépsula: 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 modificacién de la refrigencia capsular, al
enfrentarla con anticuerpos especificos que produce un efecto Optico de aumento de
tamafo, conocida por este motivo, como reaccion de hinchazon de la capsula o de
Quellung. Existen otros tipos de test seroldgicos, como aglutinacion-latex o
contrainmunoelectroforesis que pueden asimismo demostrar la existencia de la capsula.

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
fijacién 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 infeccidn, 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 capsula oculta los elementos antigénicos mas superficiales de la pared
(&cidos 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 hidrofobas, como detergentes.
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- Dificulta la penetracion de algunos antimicrobianos. Asi, en la fibrosis quistica,
las cepas de Pseudomonas aeruginosa que infectan al pulmén son muy
resistentes a antibioticos 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 diagnéstico (identificacion, tipificacion y diagnostico seroldgico)
como preventivo (elaboracién 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 segln 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 estan rodeadas de flagelos en toda la superficie
bacteriana. Se ponen de manifiesto mediante la microscopia electrénica 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 rotacion del filamento libre
sobre su punto de insercién en la envoltura bacteriana. La temperatura del medio influye
sobre la movilidad de algunas bacterias, como la Listeria monocytogenes, que es movil
a 25° Cy no a 37° C. Entre las funciones fundamentales de los flagelos se encuentran:

- Tienen un importante papel en la patogenia, facilitando la difusion de los
microorganismos en distintas superficies, y su penetracion en las capas mucosas.

- Desempefian una funcién 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 composicion 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 méas delgados y
cortos, visibles solamente al microscopio electrénico 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
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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
celulas. 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.

Las fimbrias pueden poseer ademas, propiedades antifagocitarias. Se distinguen
dos tipos de fimbrias: a) comunes, méas 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 situacién en el soma bacteriano puede ser central,
subterminal o terminal, lo cual puede ser Util en la identificacion del microorganismo.

5.4. Consideraciones sobre patogenicidad bacteriana
5.4.1. 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 fendmeno de la adherencia
adquiere en la colonizacién 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 (58).

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 patogeno, es una condicion 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 patégeno 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. Horska y col. (59), 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
reduccion de la virulencia para el hombre, a través de su cultivo por tejidos de vaca o
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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 (58).

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
meningocdécicos regulados por el hierro, los cuales no son expresados despues del
cultivo en medios comunes de laboratorio (60). 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 (61).

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
aspectos que trataremos a continuacién nos sugieren una clara afinidad de los
microorganismos hacia determinados tejidos (58).

Como deciamos, las bacterias han de introducirse en el organismo por la via en
gue estan adaptadas a penetrar, aunque no parece ser éste el Unico 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 patogenos.

Los trabajos de Gibbons (58), demuestran claramente la alta afinidad de
Streptococcus mutans hacia la placa dental y de Streptococcus salivarius hacia las
celulas epiteliales de la cavidad oral. La relacion existente entre el poder patdgeno 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. (62), 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 (63). Por otra parte, los trabajos
de Smith y Huggins (64), 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 dafiados.
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Una vez producida la infeccion primaria de un tejido por un microorganismo,
puede tener lugar la extensién 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 hialuronico,
componente esencial del coldgeno. Otros factores importantes en la patogenesis
bacteriana serian: coagulasas, lecitinasas, etc..., asi como la produccién de lipasas y
proteasas (65).

Durante el curso de la infeccion algunas bacterias penetran de forma regular en
las células epiteliales. EI 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 (65).

El paso de los microrganismos a través de la capa epitelial no es un fenémeno
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
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 fendbmeno conocido como fagocitosis corresponde a la primera linea de
defensa que el organismo posee frente a la infeccion (66). 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
multiplicacién. Algunas bacterias muy patégenas son capaces de matar a los neutrofilos
después de un contacto muy breve o tras la fagocitosis.

D. Manuel Molina Oya



Tesis doctoral

5.4.2 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 aniénico permite
a los microorganismos atraer nutrientes y cationes. Su funcién parece relacionarse con
la defensa frente a ciertos virus, fagocitos y algunos factores humorales, facilitando por
otra parte a las bacterias, la adhesién 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. (67), 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 acido lipoteicoico y la proteina “M”.
La capacidad de organismos bacterianos para producir una matriz polisacérida
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 (68). 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 slime, muestran que tanto la fagocitosis, como
la adherencia y la producion de superédxido, se incrementan en RP62A, mientras que el
descenso de la hidrofobicidad de RP62A sobre RP62A-NA se correlacion6 con una
capa hidrofilica de slime. 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.

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 (64), quizés debido a una saturacion en la unién 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 vy cols. (71), sobre cepas invasivas y no invasivas de Porphyromonas
gingivalis, sugieren el importante papel que juegan las fimbrias en la colonizacion a
través de su actividad hidrofobica, demostrando de igual forma que las fimbrias de las
cepas no invasivas estan relacionadas con la mayor adhesién para la unién 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 (72). 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 adhesidon inespecifico en dicho germen, asi como que la union 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.
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Otro tipo de accion antifagocitica se da en germenes 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 macréfagos y les confieren capacidad para
resistir el efecto de los enzimas lisosdmicos (65).

5.4.3. 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 (64). La
formacion de este tipo de compuestos, como las aminas, indol, escatol, fenol y sulfuro
de hidrdégeno, en algunos casos depende de la existencia en el medio de cultivo de
aminoacidos especificos que actGan como precursores. Por el contrario, en otros casos,
la composicion del medio de cultivo influye unicamente en el ritmo de formacion de los
catabolitos, siendo una propiedad inherente a los propios microorganismos su
produccidn o no. Este seria el caso de las auténticas toxinas bacterianas: exotoxinas y
endotoxinas (65).

Las toxinas de secrecion o exotoxinas son liberadas al medio como resultado del
crecimiento bacteriano. Por lo general, es necesario una alta concentracion de estas
sustancias para que el crecimiento del germen se vea afectado, pero basta una cantidad
infima de toxina para provocar el efecto tdxico 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
produccidn de este tipo de sustancias. Algunas de estas sustancias actian 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 (73).

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.

5.4.4. Adhesion bacteriana y patogenesis.

La adhesion de las bacterias a las superficies epiteliales es un primer paso
esencial en la colonizacion de los habitats microbioldgicos (74). Se puede considerar la
adherencia como el fendmeno resultante de la interaccién entre dos superficies en el que
participan factores fisico-quimico y biologicos, siendo necesario para que se produzca,
el contacto de la bacteria con la célula (75). Algunos estudios resaltan la mayor
capacidad de union de las celulas epiteliales de pacientes con infecciones graves a
bacterias patdgenas (76;77). Por lo tanto, la interaccion entre bacterias y células
epiteliales es un elemento decisivo en el proceso patogenico, aunque esta interaccion
adhesiva se refiera en algunos casos también a gérmenes comensales y no solo a
patogenos. En particular, la capacidad de P. gingivalis para adherirse a la superficie oral
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es el factor infectivo mas importante, ya que la adherencia es el primer paso esencial en
la colonizacion (78).

Por otra parte, es un mecanismo por el que los microorganismos pueden resistir
el efecto de los procesos fisiologicos de limpieza, que tienden a impedir el asentamiento
de los agentes infecciosos. Sin embargo, algunos autores (78-83), muestran como la
adhesividad de la bacteria al epitelio no es todo ventaja para la misma y detrimento para
el huésped, pues inmediatamente después de invadir el torrente sanguineo, la presencia
sobre la superficie de los microorganismos de adhesinas ejerceria una accién
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 uniéon a células fagociticas (75). 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 (84).

Por todo ello, parece importante conocer la capacidad de adherencia del
microorganismo, ya sea comensal o patdgeno, 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 (85;86). 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 (87-88). Los estudios disefiados por Cantey y col.
(88), en base a las observaciones mediante microscopia electronica, proporcionan
evidencias morfoldgicas 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 (89) y a los sistemas naturales de defensa
del huesped como son la actividad bacteriana del suero y a la fagocitosis (90). Se ha
demostrado que la adhesion de las bacterias Gram negativas esta, 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 (91). Los pili tipo 4 de N. gonorrhoeae y N. meningitidis
constituyen la clave determinante para la adherencia de estos patdgenos a las células
endoteliales y epiteliales (92). Bajo condiciones naturales, los pili representan el Gnico
medio para que la N. meningitidis capsulada se adhiera a las superficies mucosas
humanas (93). Asi mismo, los pili han demostrado ser esenciales para el establecimiento
de infecciones experimentales por N. gonorrhoeae (94).
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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 mencién anteriormente (95).

Interesantes estudios realizados por McGee y col. (96), 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.

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
celulas epiteliales (97).

Los pili de Escherichia coli, estudiados con detalle consisten en subunidades
proteicas que tendrian una importante funciéon en la interacion 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, aungue puede
también encontrarse ocasionalmente en cepas aisladas de cerdos (98). Los grupos
antigénicos de adherencia CFA/l y CFA/II son los equivalentes a los anteriores en el
hombre. La expresion de los factores K-88 y enterotdxico (ENT) son necesarios para
conceder al microorganismo un papel patogénico; estos 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 segin el peso
molecular de sus subunidades, su composicion de aminoacidos o por la especificidad de
su enlace con las diferentes células eucariotas (99). El hecho de que el alfa-monésido
inhiba la adhesion “in vitro” de bacterias que poseen fimbrias tipo-1 a la superficie de
células eucariotas que contienen residuos de manosa (100), hace pensar en una adhesién
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 (101), se observo 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.

D. Manuel Molina Oya



Tesis doctoral

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 (102). Del
mismo modo, la adhesion de Vibrio cholerae al intestino humano juega un papel
importante en la patogénesis del colera. Estos microorganismos muestran una acentuada
quimiotaxis hacia los productos de degradacion del mucus, penetrando activamente la
capa mucosa superficial del intestino (103). Los componentes de superficie que
participan en la interaccién 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 absorcién del microorganismo a ellos. Existen tambien mecanismos de
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 ratén a través de la interaccion con residuos de fucosa
y glucosa, mediada por un lipopolisacarido de la pared bacteriana (104). La
preincubacién de la bacteria con azlcares inhibidores no produce variacion en su
adhesividad, en tanto el pretratamiento de las células con los carbohidratos es eficaz
para evitar la adhesién, lo que indica que son estructuras de superficie de las células las
que reconocen los radicales de fucosa y glucosa en los lipopolisacéridos de la bacteria.

Como se ha expresado anteriormente, la adhesion de Ps. multocida a monocitos
de sangre periférica del pavo estd mediada por &cido hialurénico capsular. El
reconocimiento de la capsula de mucopolisacaridos es debido a isoformas monociticas
CDA44 presentes en los monocitos de sangre periférica del pavo (69). Recientemente los
CD44 han sido descritos como un receptor para la adherencia del Streptococcus del
grupo A (105), 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 (106), 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 (107).

Finalmente, Van Wamel W.J.B. y cols. (74), realiza un estudio con cepas de
Stafilococcus aureus meticilin-resistentes (MRSA) dividiéndolas en dos grupos segun
su comportamiento epidemioldgico, cepas MRSA epidémicas (EMRSA) y cepas
MRSA esporadicas (SMRSA), encontrando que las diferencias en la resistencia a
antibidticos, 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 colonizacién, 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, T2 de crecimiento y fase de crecimiento
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de la bacteria) sobre la adherencia de cepas de SMRSA y EMRSA al pléstico, colageno
I humano (HuCol I) y células Detroit 562 de carcinoma faringeo (D562), concluyendo
que dichas condiciones de cultivo influian en la adherencia al plastico, aunque fue
observada alguna excepcion.

5.4.5. Genética de la adhesion bacteriana: codificacion de estructuras de superficie por
plasmidos de resistencia.

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 cromosémicos y se
presentan tanto en gérmenes comensales como en cepas patogenas de Echerichia coli;
en tanto que los factores de adhesion que mas frecuentemente se relacionan con la
patogenicidad suelen ser codificados por plasmidos (108), aunque podrian serlo
cromosOmicamente. 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 soméatico O esta 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. El tamafio del
gen para el factor CFA/I posee un tamario aproximado de 90 Kb, y estd unido a un gen
para una enterotoxina estable (109).

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.
(110), 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 celulas de la ldmina 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 (111), realizaron experiencias con Shigella en las
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cuales reemplazaron fragmentos cromosémicos 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.

Tabla 5.3. Caracteres de algunas fimbrias que median la adherencia.

Adhesina Serotipo Origende lacepa  Genes Receptor Aglutinacién
Fimbria F (inhibidor
Adherencia)
Manosa- Glicoproteinas Hematies de
sensibles Fy 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 Fs Diarrea de bovidos  Plasmido Gangliésido Caballoy
GM, cordero
987P Fa Diarrea de lechones Plasmido - -
CFAI Fs Diarrea humana Plasmido Gangliésido Humanos, pollo,
GM, bovinos
CFAIl Fe Diarrea humana Plasmido - Bovinos, pollo
E8775 - Diarrea humana Plasmido - Bovinos
Uropatégenos
P Infeccion urinaria Cromosoma  Globotetraosyl Humano
(90%) ceramido
Otras F+-Fio 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 (112). 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 accién de
diversos mecanismos de defensa del huesped. Se ha postulado que en ultimo extremo la
formacion de materia capsular podria estar codificada genéticamente en plasmidos
transmisibles (102).

El lipopolisacérido (LPS) de Neisseria meningitidis se sabe que es el principal
determinante de su virulencia (113), y el uso de anticuerpos monoclonales y estudios
estructurales han demostrado la heterogenicidad y complejidad del LPS meningocécico
el cual se puede dividir en 12 inmunotipos (114). 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 (115).
De los dos tipos de toxinas que se conocen para Escherichia coli enterotdxico en
humanos, parece ser que tanto la toxina termolabil como la termorresistente estan
determinadas por plasmidos, pudiendo los genes para cada una de ellas estar contenidas
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en el mismo o diferente plasmido. La localizacion de los genes para estas toxinas en la
cadena plasmidica goza de movilidad no sélo entre células bacterianas, sino también
desde una estructura genética a otra dentro de la misma célula (116). 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 utilizacion de antibidticos que interfieran en los procesos de traduccion
y transcripcion del DNA, como son: estreptomicina, tetraciclina, trimetropim-
sulfametoxazol, cloranfenicol y clindamicina (106-117). El crecimiento de las cepas en
presencia de estos antibidticos demostr6é que el efecto antiadhesivo producido depende
de la concentracion de antibidtico utilizada y que se trata de un efecto de tipo cepa-
especifico, por cuanto algunas cepas muestran afectacién por un antibiético y no por
otro, existiendo por lo deméas una correlaccion detectable entre la susceptibilidad de la
cepa y el efecto antiadhesivo de algunos antibi6ticos; 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 (117-118).

La observacion de Eisenstein y col. (119), 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 betalactamicos a concentraciones subinhibitorias
podria explicarse por las alteraciones que producen en la pared bacteriana (117). Scheld
y col. (120), observaron que un tratamiento de 4 horas con vancomicina, penicilina G,
tetraciclina, cloranfenicol y estreptomicina a ¥ de la C.M.1. influia en la adhesividad de
Streptococcus sanguis y Streptococcus faecalis, no detectandose 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
estd 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.

5.4.6. Mecanismos de adhesion: importancia de las interacciones hidrofébicas 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 sélidas 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 (58).

Existen una gran variedad de factores fisicoquimicos responsables de la unién
inicial de la bacteria a las superficies celulares. Las fuerzas de Van der Waals y
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 (121).
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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 cols. (122), la
reduccion de potencial celular de superficie por mediacion de adhesinas de caracter
hidrofobico probablemente facilite la adhesion, siendo las fuerzas hidrofobicas 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 hidrofébicas que dotarian de dicho caracter a la superficie bacteriana.

La hidrofobicidad superficial es un factor de adhesion inespecifico que es
importante en la proliferacion de microorganismos sobre superficies soélidas, y
consecuentemente en su adherencia a células epiteliales, fagocitos y otras células (123).
Otras propiedades de superficie fisicoquimicas, tales como carga, estan tambien
implicadas en la union (124). La hidrofobicidad y superficie bacteriana es importante
para la adhesion de la bacteria a substratos insolubles en agua (59). EI 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 (125). Son muchos los estudios existentes sobre la contribucion de la
hidrofobicidad de superficie a la adhesidn bacteriana; sobre este aspecto los gérmenes
mas estudiados son Salmonella (123), Echerichia coli (126), N. gonorrhoeae (127), y
Streptococcus (128). En el caso del gonococo su superficie celular presenta una
membrana externa similar en su composicién 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 “in vivo”, son virulentas, en tanto,
que las T3 y T4, obtenidas por subcultivos se muestran avirulentas (96), 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 &cido
palmitico se demostrd 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 carécter 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
celulas fagocitarias es facilitada por el caracter hidrofobo de los pili, y si bien el primer
proceso es una condicion 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 adhesion bacteriana, interaccionando no sélo con receptores
especificos, sino también con receptores de tipo no especifico. Las propiedades
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fisicoquimicas de estas estructuras de superficie en Salmonella tiphimurium y Serratia
marcescens demuestran que las cepas lisas de Salmonella tiphimurium son menos
hidrofobicas que las cepas rugosas. El efecto de los lipopolisacaridos sobre las
propiedades hidrofébicas de las cepas fue evidenciado en varios mutantes rugosos de
Salmonella tiphimurium, demostrandose un ligero incremento del caracter 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 carécter esencialmente hidrofilico. Otras investigaciones demuestran que
una disminucion en la proporcién de los LPS de superficie en una serie de mutantes de
Salmonella tiphimurium esta relacionada con un incremento de su adhesién a células
(123). Las mutaciones de los LPS de superficie en Salmonella tiphimurium y Echerichia
coli parece ser que, por regla general, van acompafiadas de una reduccién en la cantidad
de proteinas y de un aumento relativo en los lipidos de la membrana externa (129).

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 hidrofdbicas. Aungue 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 interaccion 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
(130), 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 hidr6fobo, aunque no necesariamente. Ciertos factores como las
mutaciones cromosdémicas 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 hidrofobas, 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 relaciéon con los cambios observados
de las propiedades fisicoquimicas de superficie. La asociacion de los genes responsables
a otros factores del tipo de resistencia a antibiéticos dentro del mismo plasmido seria
decisiva en la patogenicidad del microorganismo y en los cambios de virulencia del
germen (118). Parece indudable que el efecto hidrofébico 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.

5.4.7. Neisseria meningitidis. Caracteristicas del microorganismo.

Fue aislada por primera vez en Viena por el anatomopatélogo Anton
Weichselbaum (1845-1920) en 1887 a partir del LCR de pacientes con meningitis y lo
denomind Diplococcus intracellularis meningitidis. Junto con la N. gonorrhoeae o
gonococo constituyen las dos Unicas patdgenas humanas de este genero.

D. Manuel Molina Oya
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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, aungque a veces lo hacen en tétradas o
racimos. Taxondmicamente pertenecen a la familia Neisseriaceae, que también incluye
los géneros Moraxella, Acinetobacter y Kingella. Tiene un tamarfio aproximadamente de
0,8 um vy recién aislados del enfermo poseen Pili. Posen ademas una cépsula de
polisacérido que permite la clasificacion en diversos serogrupos denominados A, B, C,
D, X, Y, Z, 29E, W135 H, I, Ky L.

Epidemiologia.

Las infecciones por N. meningitidis constituyen adn un problema de salud
mundial de gran magnitud por su morbimortalidad. Ain 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 By 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.

Esta infeccion es méas 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 proteccién). 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
deéficit 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 T2 optima de crecimiento de 36-37 °C. Las cepas se conservan mejor por congelacién
o liofiliacion. El hecho de que las colonias se tornen, primero rosadas y después negras,
cuando son sometidas a la accion de una solucion de dimetilo de tetrametil-p-
fenilenendiamina al 1%, le da la condicién de oxidasa-positivos.

Estructura. Antigenos.



Tesis doctoral

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.

La mayoria de los meningococos poseen una capsula polisacarida que esta
situada por fuera de la membrana, rodeandola. El 4&cido N-acetil-neuraminico,
componente comun de los eucariotas, se ha encontrado en bacterias, observandose s6lo
en la capsula meningocdcica y en la capsula quimicamente relacionada de Escherichia
coli Kj.

La adherencia a las células epiteliales de la mucosa y endoteliales esta mediada
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 conversidn genética son recombinadas en la copia
que sera expresada, y si la nueva pilina puede ensamblarse para formar pili, se produce
una variante antigénica.

El lipopolisacarido se denomina lipooligosacarido (LOS), por contener cortas
cadenas de azUcares (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 esta 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 actGan como porinas transportando moléculas fuera y
dentro de la célula bacteriana.

Patogenia.

Los meningococos de los grupos A, B y C son los mas patogenos y los que se
aislan con maés 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 patdgeno y se encuentra en el 50% de las meningitis
producidas por el grupo B. Los antigenos responsables de la virulencia estan asociados
con las fimbrias, capsula 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 capsula se le relaciona con la capacidad de invasion por su
resistencia a la accion 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 accidn toxica.

Entre los cuadros clinicos producidos por la N. meningitidis se encuentran:

¢ Rinofaringitis: es el cuadro mas frecuente.
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e Sepsis meningococica: a veces presenta un curso fulminante (Sindrome de
Waterhouse-Friederichsen) con colapso vascular por hemorragias masivas Yy
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
meningocdcica. Estos se producen al cabo de una semana de iniciarse el estado de
portador meningocacico y estan dirigidos no sélo contra los polisacaridos 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 reaccién 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. Las meningitis meningocdcicas de repeticién ocurren
frecuentremente cuando hay un déficit de los componentes finales del complemento,
C5,C7yCs.

Diagnostico de laboratorio.

Ante una meningitis se obtendra liquido cefalorraquideo (LCR) por puncion
lumbar dividiendose en dos partes: la 12 se centrifuga y del sedimento se obtendra un
frotis al que se le aplicara la tincion de Gram, la cual revelard la presencia de
abundantes leucocitos polinucleares y escasos diplococos gramnegativos extra o
intracelulares.

En el sobrenadante se determinard la albumina que estara aumentada y la
glucorraquia que de forma caracteristica estara baja. Asi mismo puede demostrarse la
presencia del polisacarido capsular mediante reacciones de inmunodifusion o
contrainmunoelectroforesis. Con la 22 muestra se realizaran siembras en placas de agar-
sangre y agar-chocolate (agar-sangre calentado) o en medio de Modeller-Hinton,
préviamente calentado a 37 °C, que se incuban a 36 °C en cadmara humeda con un 10%
de CO..

Ante una sepsis se realizard 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 reaccién de la catalasa y de las oxidasas
adquiriendo un color negro parpura caracteristico en contacto con una solucion de
tetrametilparafenilendiamina. La N. meningitidis descompone la glucosa y la maltosa
por oxidacion, no fermenta la lactosa y no reduce los nitratos.

Tratamiento.

Los antibidticos de eleccién son la penicilina y la ampicilina por su excelente
actividad intrinseca y su buena penetracion en meninges inflamadas. Las sulfamidas y el
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cloranfenicol son muy sensibles y penetran bien la barrera hematoencefélica, sin
embargo no son de eleccion, las sulfamidas por su elevado porcentaje de cepas
resistentes y el cloranfenicol por su accion toxica.

Tabla 5.4. N. meningitidis. Composicidn del polisacarido capsular.

Serogrupos Composicién

Fosfato de N-acetil-3-0-acetilmanosamina (o 1-6)
Acido N-acetilneuraminico (o 2-8)

Acido N-acetil-y-O-acetilneuraminico (o 2-9)

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

No se conoce

Fosfato de N-acetil-glucosamina (o 1-4), glucosa (o 2-6)
Acido N-acetil-neuraminico, glucosa (o 2-6)

No se conoce

Z’ (29E) Acido 3-deoxi-D-mannooctulosonico

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

>

OO
+

N < X0O

5.5. Problemética del portador asintomatico de N. meningitidis.

El ser humano es el Unico reservorio natural conocido del meningococo. Entre
las hipdtesis que se han formulado para explicar la incapacidad del microorganismo
para colonizar otro huésped cabe destacar la que atribuye este hecho a que este huésped
seria el Unico a partir del cual el microorganismo podria obtener hierro, fundamental
para su crecimiento, debido a la presencia de receptores con afinidad por la transferrina
humana. La infeccion meningocdcica se transmite por contagio directo a traves de gotas
de Pliigge y ndcleos goticulares de Wells que contengan meningococos procedentes de
la nasofaringe de un sujeto infectado, s6lo en raras ocasiones N. meningitidis se ha
aislado en otros epitelios. Dada la fragilidad del microorganismo es necesario un
contacto estrecho para que se produzca la transmision. Esto permite explicar por qué en
colectivos cerrados (mayor probabilidad de contacto no portador/portador) se producen
aumentos significativos en la prevalencia de portadores.

Aun cuando la existencia de portadores de meningococo se conoce desde finales
del siglo pasado, la dinamica del estado de portador y la relacion existente entre dicho
estado y el desarrollo de enfermedad invasora es poco conocido. Los factores de riesgo
individuales que determinan la aparicién de enfermedad no se conocen con exactitud, y
cabe considerar que la combinacion de tres factores, huésped, ambiente y cepa, es la que
determina el desarrollo del proceso invasor en unos casos frente al mantenimiento del
estado de portador asintomatico en otros.

Huésped

Desde que a finales de la década de los sesenta se demostrara la existencia de
una relacion inversamente proporcional entre la presencia de anticuerpos bactericidas y
la incidencia de enfermedad meningocdcica, se acepta que la inmunidad humoral
constituye la principal barrera defensiva frente a esta enfermedad (131). El estado de
portador es un proceso inmunizante que da lugar a la produccion de anticuerpos con
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actividad bactericida. La ausencia de este tipo de anticuerpos en individuos de corta
edad, derivada de la falta de contacto previo con el meningococo, ayuda a explicar la
mayor incidencia de enfermedad meningocdcica en nifios pequefios.

Ademaés, todas aquellas circunstancias que inmunodepriman al sujeto
(malnutricion, alcoholismo, etc.) contribuyen a aumentar la susceptibilidad del huésped
a la invasion por N. meningitidis. Sin duda otros condicionantes, aun por describir en la
actualidad se irdn sumando a los ya descritos.

Ambiente

Se considera en este apartado el caracter estacional de la enfermedad meningococica,
tanto en situaciones endémicas como epidémicas, con independencia de la naturaleza de
las cepas y las caracteristicas de la poblacion afectada. Lo que indica la importancia de
los factores ambientales en la aparicion de la enfermedad. El efecto lesivo que unas
condiciones climatoldgicas desfavorables (frio, baja humedad, etc.) pudieran tener en la
mucosa nasofaringea se ha apuntado como el hecho principal que determina un aumento
de incidencia en determinadas épocas del afio. A pesar de todo, la influencia de los
factores climatoldgicos sobre la prevalencia de meningococo parece minima (132).

Cepa

Las caracteristicas de las cepas que colonizan el sujeto es otro de los factores
clave involucrados en el desarrollo de enfermedad meningococica en unos casos, frente
al mantenimiento del estado de portador en otros. La existencia de una serie de
complejos clonales responsables de la mayoria de casos de esta enfermedad orienta
sobre la importancia de la virulencia de la cepa en el desarrollo de enfermedad invasora.
Ademas en situaciones de epidemia la mayoria de las casos son originados por la misma
cepa. La posibilidad reciente documentada de trasmision horizontal ‘interespecie de
material genético entre bacterias abre nuevos horizontes para explicar la aparicion
periddica de cepas hipervirulentas.

En ocasiones, el aumento en el namero de casos puede ser debido a la
introduccion en la poblacién de «nuevas cepas» frente a las que no existe memoria
inmunoldgica; los movimientos migratorios han sido el origen de algunas epidemias asi
documentadas (132).

La mayoria de estudios de prevalencia de portadores de meningococo se han
realizado en instituciones cerradas y generalmente como parte de las investigaciones
asociadas a la aparicion de un brote epidémico. Los estudios realizados en la poblacion
general, no seleccionada, son escasos y los pocos que se han llevado a cabo han
encontrado tasas del 5-12%, cifras que distan significativamente de las halladas en
colectivos cerrados (20-75%) (133).

Algunos trabajos (134), han relacionado colonizacién previa por N. lactdmica
con inmunidad permanente hacia N. meningitidis, este hecho controvertido ha planteado
la posibilidad de utilizar este microorganismo no patégeno como agente inmunizante.
Desgraciadamente estas observaciones no han sido documentadas en todos los casos e
incluso se han descrito infecciones sistémicas por N. lactdmica en alguno sujetos (135).
Tampoco se ha podido comprobar que de forma constante la exposicion previa a N.
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meningitidis en la nasofaringe deje inmunidad permanente hacia ese serotipo,
habiéndose descritos casos de infeccidn sistémica por serotipos sobre los que se tenia
constancia de colonizaciones previas en alguno huéspedes (135).

Los estudios revisados han relacionado la tasa de portadores segun la edad en
distintos paises europeos con niveles epidemioldgicos similares. Los resultados
obtenidos establecen una tasa de portador del 4-5 % en la infancia con un pico de
prevalencia del 7-23 % a los 19 afios y del 7-8% en mayores de 50 afos.

La enfermedad meningococica supone un 25% de las causas de exitus en nifios
menores de 5 afios en Inglaterra en 2007. Se asume que la prevalencia del portador del
meningococo en la poblacion es del 10%. Ademas la prevalencia varia en funcion de la
edad y del entorno. Los indices mas altos han sido obtenidos en adolescentes y los
distintos estudios han comparado los adolescentes con otros grupos de edad (136).
Igualmente los indices més altos han sido encontrados en los contactos familiares de
personas que ha sufrido la enfermedad meningocdcica y en personal institucionalizado
como los militares (137).

La relacion entre la enfermedad meningococica y los portadores no esta clara.
Olsen y cols. (138) informaron que la tasa de portadores aumenta con el aumento de la
enfermedad en las islas Feroe mientras que Fernandez y cols. (139) no encontraron en
Galicia un aumento en la tasa de portadores a pesar del aumento de prevalencia de
enfermedad meningocécica en 1999. La vacunacion frente al meningococo C en
Inglaterra obtuvo una proteccién sobre la enfermedad pero ademaés redujo la tasa de
portadores (140).

Hannah Cristensen y cols. (141), realizaron un metaanalisis sobre portadores de
meningococo asociado a la edad. De 2582 articulos identificados se seleccionaron 110
articulos relevantes. Las publicaciones elegidas eran de 28 paises . 18 estudios eran
longitudinales ( 3 en reclutas militares). De los articulos revisados en este metaanalisis,
Ronne y cols. (142), sefialan una tasa de portador del 20.4 % en personas de edades
comprendidas entre los 16 y 20 afios en una escuela de Dinamarca en noviembre del
1983 y del 19.8 % en los meses siguientes a marzo. Fraser y cols. (143), indicaban
portadores del 25.7 % en una corte de nifios de edades comprendidas entre los 15-16
afios en una escuela naval en abril del 1972 y del 75.8 % nueve meses mas tarde. 89
estudios indicaban datos especificos de portadores por edad y fueron finalmente los
elegidos para el mataanalisis. De esos 89 estudios, solamente 48 reflejaban datos de
portadores por debajo de los 25 afios. Bogaert y cols. (144), sefiala la tasa de portadores
por afio de edad entre 1 y 19 afios. Caugant y cols. (145), sefialan la tasa de portadores
por franjas de edad de 5 afios ente 0 y 94 afios. Las variaciones mas sorprendentes eran
vistas de los 20 a los 29 afios de edad. La tasa de portador segun la edad no es lineal
(7.7 % a los 10 afios de edad, 23,7 % a los 19 afios, 13 % 30 afos y 7,8% a los 50 afos).

De todo lo comentado se evidencia que la edad es el factor que mas influye en el
estado de portador. Asi la prevalencia va aumentando progresivamente hasta un pico en
torno a los 19 afios, descendiendo después en adultos. La ratio de portadores mas altos
en adolescentes puede ser atribuido a numerosos factores incluyendo los contactos y
comportamientos sociales. (146) En esta franja de edad los contactos son mas frecuentes
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entre adolescentes ( asistencia a pubs, visitas a clubs y relaciones afectivas) (147). La
mayoria de los estudios sefialan como portadores a menores de 25 afios.

Las poblaciones investigadas en cada estudio pueden mostrar diferencias en lo
que a la posicion econémica se refiere, la proporcion de fumadores y en el nimero de
personas que conviven en la misma casa (asociado en muchas ocasiones a la posicion
economica). Estos factores influyen en el estado de portador. (148-150). Algunos
estudios excluian a sujetos si habian tomado antibioticos previamente y otros estudios
no los excluian pudiendo suponer este dato un sesgo en la inclusion (151-153).

5.6. Meningococemia y meningitis meningocécica (154).

La meningitis bacteriana es una infeccion de las meninges por bacterias que
viajan alli desde las mucosas a través del torrente sanguineo.

En los nifios y jovenes > 3 meses las causas méas frecuentes de meningitis bacteriana
son N. meningitidis (meningococo), Streptococcus pneumoniae (neumococo) Yy
Haemophilus influenzae tipo b (Hib). Estos organismos se presentan normalmente en el
tracto respiratorio superior y pueden causar eventualmente enfermedad invasiva cuando
son adquiridos por una persona susceptible.

En los recién nacidos (nifios menores de 28 dias), los microorganismos causales
mas comunes son Streptococcus agalactiae (estreptococo del grupo B), Escherichi coli,
S. pneumoniae y Listeria monocytogenes.

La mayoria de las colonizaciones son asintomaticas, pero a veces el organismo
invade el torrente sanguineo para causar la enfermedad. La enfermedad meningocdécica
se presenta mas comunmente como meningitis bacteriana (15% de los casos) 6
septicemia (25% de los casos), 6 como una combinacion de los dos sindromes (60% de
los casos). La enfermedad meningocdcica es la principal causa infecciosa de muerte en
la infancia temprana, por lo que su control es una prioridad en salud publica.

La epidemiologia de la meningitis bacteriana ha cambiado en las Gltimas dos
décadas que siguieron a la introduccion de vacunas para controlar el Hib, el
meningococo del serogrupo C y algunos serotipos de neumococos. Como ninguna
vacuna estd actualmente autorizada contra el meningococo del serogrupo B, este
patdgeno es la causa mas comun de meningitis bacteriana (y septicemia) en los nifios de
mas de 3 afos.

Algunos nifios presentan sintomas Yy signos inespecificos y pueden ser dificiles
de distinguir de otros cuadros menos importantes (cuadros virales). Reconocer los
sintomas de presentacion del shock es vital para iniciar tratamiento urgente. Los
pediatras debemos reconocer y saber el manejo de la enfermedad meningocdécica asi
como trasladar a los nifios con sospecha de meningitis bacteriana 0 septicemia
meningocdcica a la atencion especializada desde el &mbito de la atencidn primaria.

5.6.1. Signos de alarma de la enfermedad meningocdcica
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Si un nifio presenta una erupcion petequial y presenta alguno de los siguientes
signos durante la evaluacion, estd en alto riesgo de padecer la enfermedad
meningocacica:

Petequias que empiezan a extenderse.

Erupcidn gue se convierte en purpura.

Hay signos de meningitis bacteriana.

Hay signos de septicemia meningococica.

El nifio presenta mal estado general tras ser valorado por un pediatra.

o0 o

Ante los signos y sintomas de riesgo arriba descritos se debe administrar previo
al trasporte la primera dosis de antibiotico via parenteral pero sin demorar el traslado
urgente. Administrar  ceftriaxona intravenosa inmediatamente a nifios con alta
sospecha de enfermedad meningococia puede resultar vital para el prondstico final.

Estan contraindicados los beta-lactamicos sélo en los nifios que tienen una clara
historia de anafilaxia después de una dosis previa, si so6lo esta descrita una erupcion
cutdnea como posible alergia medicamentosa se debe administrar la ceftriaxona via
parenteral.

5.6.2. Diagnostico de la enfermedad menigocdcica

Una vez que el nifio queda ingresado en el ambito hospitalario se debe
monitorizar registrando la frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, saturacion de
oxigeno, presion arterial, temperatura, perfusion (relleno capilar) y una evaluacion
neurologica exhaustiva al menos cada hora.

Para el diagnostico se realizan los siguientes examenes complementarios:
1. La puncion lumbar es la prueba principal que nos orientara de manera definitiva
siendo necesaria para confirmar el diagndstico de enfermedad meningococica. En los
nifilos con sospecha de meningitis o sospecha de enfermedad meningocdcica hay que
realizar una puncion lumbar a menos que estén presentes algunas de las siguientes
contraindicaciones:

e Signos sugestivos de hipertension intracraneal.
e Reduccion 0 fluctuacion del nivel de conciencia (Glasgow menos de
9 0 una caida de 3 0 mas).
e Bradicardia e hipertension.
¢ Signos neuroldgicos focales:
o Pupilas anisocéricas, midriaticas 6 con mala respuesta a la
luz.
o Edema de papila visualizado tras la realizacion de un fondo de
0jo.
Estado postcritico convulsivo hasta que haya una estabilizacion.
Alteraciones de la coagulacion.
Infeccion local superficial en el sitio de la puncion lumbar.
Insuficiencia respiratoria.

D. Manuel Molina Oya
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La realizacion de la puncion lumbar no debe demorar la administracion de
antibioticos por via parenteral. ElI examen del LCR debe incluir recuento de glébulos
blancos, proteinas totales y las concentraciones de glucosa, tincion de Gram y cultivo
microbioldgico. En el LCR el recuento de glébulos blancos, proteinas totales y las
concentraciones de glucosa deben estar disponibles antes de 4 horas para apoyar la
decision respecto a la terapia adyuvante con esteroides. En los recién nacidos < 20
células / microlitro (se consideran valores normales aunque hay que tener en tenga que
recuentos < 20 células / microlitro pueden presentar meningitis bacteriana si presentan
otros sintomas y signos sugerentes de meningitis). En nifios > 1 mes mas de 5 células /
microlitro puede considerarse como positivo.

2. ElI TAC craneal puede ser una herramienta Gtil para decidir si es seguro realizar una
puncion lumbar. Si las iméagenes cerebrales muestran signos de hipertension craneal no
debe realizarse nunca la puncion lumbar. Asi mismo en nifios con un nivel reducido 6
fluctuante del nivel de conciencia (Glasgow < 9 6 una caida de 3 0 mas en un intervalo
corto de tiempo) 6 con signos neuroldgicos focales debe de realizarse siempre primero
el TAC craneal y posponer la puncién lumbar. Previo al traslado al sercicio de RX es
prioritario estabilizar clinicamente a los nifios.

3. El laboratorio también ayuda a establecer el diagnostico y a tomar decisiones
terapedticas. Asi, si un un nifio tiene una erupcion petequial inexplicable y fiebre hay
que realizar hemograma completo, proteina C reactiva (PCR), estudio de coagulacion,
bioguimica completa y gasometria. EI personal de enfemeria aprovachara este mometo
para la extraccion de un hemocultivo. Ante la sospecha no confirmada de enfermedad
meningococica un aumento de los pardmetros inflamatorios (leucocitosis, neutrofilia ,
aumento de PCR) indican la necesidad de tratar empiricamente con ceftriaxona
intravenosa hasta la llegada de los restantes exdmenes complementarios.

4. La microbiologia nos da el diagnostico de certeza. El aislamiento de la N. meningitis
en LCR es la prueba que nos evidencia la etiologia. La reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) para la meningitis bacteriana y la enfermedad meningocécica debe
ser realizada tan pronto como sea posible, porque las primeras muestras son mas
propensas a ser positivas. Hay que tener en cuenta que una PCR negativa en sangre no
descarta la enfermedad meningococica. Enviar LCR al laboratorio para realizar las
pruebas de PCR para N. meningitidis. Pero sélo realizar la prueba de PCR, si el cultivo
de LCR es negativo, teniendo en cuenta que las muestras de LCR tomadas hasta 96
horas después del ingreso en el hospital puede dar resultados utiles.

5.6.3. Tratamiento de la enfermedad meningocdcica

5.6.3.1. Antibioterapia empirica.

Ante la sospecha de meningitis bacteriana 6 enfermedad meningocécica la edad
es un factor fundamental para decidir el tratamiento empirico.

En nifios > 3 meses de edad con sospecha de meningitis bacteriana tratar sin
demora con ceftriaxona intravenosa y a los nifios < 3 meses tratar sin demora con
cefotaxima intravenosa ademas de amoxicilina o ampicilina.
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En los nifios menores de 3 meses, la ceftriaxona se puede utilizar como una
alternativa a la cefotaxima (con o sin ampicilina o amoxicilina), pero tener en cuenta
que la ceftriaxona no debe ser utilizada en prematuros o en neonatos con ictericia,
hipoalbuminemia o acidosis porque puede exacerbar la hiperbilirrubinemia.

5.6.3.2. Administracién de fluidos y drogas vasoactivas en la enfermedad
meningocdcica.

Si hay signos de shock dar un bolo inmediato a 20 ml/ kg de SSF durante 5-10
minutos por via intravenosa o a través de una via intradsea y volver a evaluar al nifio
inmediatamente después. Si los signos de shock persisten dar un segundo bolo de 20 ml
/ kg de SSF por via intravenosa o intradsea durante 5-10 minutos. Si los signos de
shock aun persisten después de los primeros 40 ml / kg dar otro bolo de la tercera parte
de 20 ml / kg por via intravenosa o intradsea de SSF o solucion de albumina humana
4,5% durante 5-10 minutos. Si persiste situacion de shoch valorar sedacion para
intubacién urgente traqueal y ventilacion mecanica y comenzar el tratamiento con
drogas vasoactivas.

Hay que tener en cuenta que algunos nifios pueden requerir grandes volimenes
de liquido en un corto periodo de tiempo para recuperar su volumen circulante.
Las drogas vasoactivas utilizadas son la dopamina, dobutamina, adrenalina y
noradrenalina. Si el shock persiste a pesar de la reanimacion con liquidos (mas de 40 ml
/ kg) y el tratamiento con drogas vasoactivas por via intravenosa habria que considerar
como posibles razones : la acidosis persistente, dilucion incorrecta 6 la extravasacion).

5.6.3.3. La asistencia respiratoria.

Si hay una amenaza de pérdida de permeabilidad de las vias respiratorias, poner
en préctica la apertura de la via aerea y ventilar con presidn positiva intermientente con
ambu previa a la preparacion para la intubacion traqueal.

Un pediatra con experiencia en el manejo de via aérea pediatrica debe realizar la
intubacion traqueal. Hay que tener en cuenta que los nifios con sospecha de meningitis
bacteriana confirmada o septicemia meningocdcica estan muy enfermos y la maniobra
de la intubacidn pude provocar un rapido deterioro.

Las indicaciones de la intubacién traqueal serian las siguientes:
a.Aumento del trabajo respiratorio.

b.Hipoventilacion o apnea.

c. Insuficiencia respiratoria, incluyendo:
- Respiracion irregular (por ejemplo, la respiracion de Cheyne-Stokes).
- Hipoxia o disminucion de la saturacion de oxigeno.

- Hipercapnia.
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d. Shock después de la infusion continua de un total de 40 ml / kg de liquido de
reanimacion.

e. Signos de hipertensién intracraneal.

f. Reduccion del nivel o fluctuacion de conciencia (Glasgow < 9 o una caida de
3 0 mas).

g. Convulsiones intratables.
5.6.3.4. Los corticoides

No utilizar corticosteroides en los nifios menores de 3 meses con meningitis
bacteriana sospechada. La dexametasona a 0,15 mg / kg hasta una dosis maxima de 10
mg, cuatro veces al dia durante 4 dias es el corticoide de eleccion. Si LCR es
francamente purulento con sospecha de meningitis bacteriana habria que administrarla
tan pronto como sea posible. Igualmente si la puncion lumbar revela alguna de las
siguientes caracteristicas: recuento de globulos blancos mayor que 1000/microlitro,
concentracion de proteinas superior a 1 g / litro en LCR 06 presencia de bacterias en la
tincion de Gram.

Si la dexametasona no se administrd con la primera dosis de antibidticos hay
que pautar la primera dosis dentro de las 4 horas siguientes a la primera dosis de
antibidticos pero no pautar dexametasona si han transcurrido més de doce horas.

No tratar con corticoides a dosis altas (definida como la dexametasona 0,6 mg /
kg / dia 0 una dosis equivalente de otros corticosteroides. En los nifios con shock que
no responde a otros agentes vasoactivos, la terapia de reemplazo de esteroides dosis
bajas de corticosteroides (hidrocortisona 25 mg/m2 cuatro veces al dia) debe ser
utilizado s6lo cuando se dirige por un intensivista pediatrico.

5.6.3.5. Terapias complementarias.

No hay evidencia en la utilizacion de proteina C activada recombinante en los
nifios y jovenes con septicemia meningocdcica.

5.6.4. Quimioprofilaxis y vacunas en la enfermedad meningocécica.

Diversos estudios europeos han comprobado que la proporcion de casos
secundarios en convivientes cercanos a un caso indice de enfermedad meningocécica
invasiva oscila entre el 3-16%. Los estudios observacionales han demostrado que la
quimioprofilaxis de convivientes puede erradicar N. meningitidis de la nasofaringe y
reducir los casos de enfermedad meningocdcica invasiva entre convivientes. Existen
menos datos sobre los indices de transmision asintoméatica de N. meningitidis entre
convivientes de un caso indice.

W. Hellenbrand y cols. (155) recogen las evidencias existentes sobre la utilidad
de la quimioprofilaxis frente a N. meningitidis. La quimioprofilaxis antibiética se ha
mostrado eficaz en el control del riesgo de infeccion sistémica tras contacto con un caso
de enfermedad diseminada, riesgo que va a depender de las caracteristicas de la cepa,
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del ambiente y del huésped. El antibiotico habitualmente utilizado en quimioprofilaxis
frente a N. meningitidis es la rifampicina a dosis de 10 mg/Kg, dos dosis al dia durante 2
dias; sin embargo en gestantes o pacientes con enfermedad hepatica la ceftriaxona
puede ser de eleccidn, dosis IM Unica de 250 mg o 125 mg en menores de 2 afios. El
ciprofloxacino es también recomendado por algunos autores, aunque sus indicaciones
en pediatria son limitadas. Tras profilaxis la recolonizacion por N. meningitidis puede
ocurrir. La penicilina, ciprofloxacino, rifampicina y minociclina son efectivos para
erradicar N. meningitidis de nasofaringe hasta 1 semana después de recibir profilaxis;
sin embargo, tras un periodo de 1-2 semanas, solo rifampicina y ciprofloxacino se
mostraron efectivos para erradicar N. meningitidis de nasofaringe. Tras 4 semanas s6lo
la rifampicina se mostr6 eficaz. Ningun estudio comparé ceftriaxona con placebo; sin
embargo en las comparaciones entre rifampicina y ceftriaxona o ceftriaxona y
ciprofloxacino, la ceftriaxona se mostré mas efectiva tras 1-2 semanas para erradicar N.
meningitidis de la nasofaringe.

J. L. Woodard y cols (156), revisa la prevencion de la enfermedad
meningocdcica con las vacunas disponibles en la actualidad. La primera vacuna
disponible frente a meningococo consistié en una vacuna tetravalente frente a los
polisacaridos de la capsula A, C, Y W135. El serogrupo B no se incluyé en la vacuna
por ser poco inmundgeno. Entre las limitaciones de esta vacuna se citan la ausencia de
respuestas duraderas, la ausencia de respuesta inmunitaria dependiente de células Ty la
ausencia de inmunogenicidad en nifios de menos de 2 afios de edad. En nifios de menos
de 5 afios de edad, los anticuerpos frente a los grupos A y C disminuyen
sustancialmente a los 3 afios después de la vacunacidon. Ademas, multiples dosis de una
vacuna con polisacaridos capsulares puede originar una hiporrespuesta.

En la actualidad esta disponible ademas, la vacuna del serogrupo C de N.
meningitidis conjugada con un transportador proteico que contiene varios epitopos de
celulas T. La introduccion de la vacunacién sistematica en la poblacion ha originado
una disminucion del 66% de los portadores faringeos asintomaticos de meningococo C.
Desde 2005 esta disponible en USA la vacuna conjugada tetravalente (Menactra ®),
que incorporal los 4 serogrupos clasicos de la vacuna frente a polisacaridos de la
capsula: A, C, Y, W135.

Las tres recomendaciones actuales para vacunacion con Menactra incluyen:

e Vacunacion de rutina en preadolescentes (11-12 afios).

e Antes de la entrada en la Universidad si no estaba previamente
vacunado.

o Otras colectividades en el rango de edad de 11 a 55 afos.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Tradicionalmente, el interés hacia los portadores asintomaticos de Neisseria
meningitidis, deriva de la posibilidad de que el huésped pueda albergar y ser vehiculo de
transmision de cepas potencialmente patdgenas. Aunque fundamentalmente es la
genética de la bacteria la responsable en gran medida de los cambios de virulencia, otros
factores relacionados con el huésped pueden estar implicados. La cada vez mas
frecuente utilizacion de forma indiscriminada de tratamientos antibidticos favorece el
recambio periddico de la flora comensal de la nasofaringe y facilita la colonizacion por
nuevas bacterias, con el recambio genético consiguiente. EI contacto mantenido entre N.
meningitidis y huésped conlleva, en situaciones de normalidad, a la sensibilizacién y
produccidon de anticuerpos neutralizantes frente al microorganismo, con posterior
erradicacion de la bacteria de la nasofaringe. Por otro lado, se ha comprobado que en la
enfermedad meningocdcica existe un estrés oxidativo muy incrementado (157) y que en
estas situaciones los mecanismos de control inmunolégico son ineficaces, a lo que se
une la facultad de N. meningitidis de tolerar situaciones de estrés oxidativo que otros
microorganismos no tolerarian.

Que la prevalencia del estado de portador asintoméatico de N. meningitidis varia
considerablemente con la edad del huésped es un hecho ampliamente conocido y sobre
el que se han encontrado explicaciones parciales; en todo este proceso, la influencia del
estado inmunolégico parece decisiva. Sin embargo, el incremento de la prevalencia de
portadores de N. meningitidis desde el inicio de la pubertad hasta la adolescencia,
periodo de la vida donde el sistema inmunoldgico esta plenamente desarrollado,
continua en la actualidad mal documentado.

El estado de portador de N. meningitidis presenta modificaciones en su
prevalencia durante la infancia descritas por diversos autores, con una frecuencia
bimodal, y puntas de maxima incidencia en torno a los 3 primeros afios de vida y al
final de la priméra década de la vida e inicio de la segunda. Periodos que coinciden con
los periodos de crecimiento acelerado segun el modelo matematico de Karlberg (2),
periodos donde la generacidn de radicales libres estaria también aumentada. Dado que
algunos autores (158-159), han relacionado el estrés oxidativo con situaciones de
hiporrespuesta inmunoldgica; esta situacion de “hipotonia inmunologica” ha servido a |.
Goldschneider y cols. (131), para explicar tanto el incremento de la prevalencia de
enfermedad meningocdcica como la persistencia de N. meningitidis en la nasofaringe de
portadores asintomaticos.

D. Manuel Molina Oya



N Tesis doctoral

El crecimiento junto con el aumento de la adiposidad suponen un incremento en
la produccion de radicales libres y del consumo de los recursos antioxidantes del
organismo, expresion en algunos casos, del estado nutricional de base del individuo. Por
ello, planteamos la hipétesis de que la prevalencia de portadores de N. meningitidis
podria relacionarse con el balance REDOX del medio interno e hipofunciones
transitorias del estado inmunoldgico secundarias a las alteraciones del equilibrio de
oxidoreduccion. Por otro lado, se hace preciso conocer cual es la situacion de partida en
lo que al estado de portador asintomatico de N. meningitidis se refiere en nuestra
provincia. El presente trabajo de Tesis doctoral plantea el estudio en un medio rural,
eligiéndose una Zona Bésica asequible y suficientemente alejada de nucleos urbanos.

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:

e Analizar en un grupo poblacional abierto y rural la prevalencia de portadores
asintomaticos de N. meningitidis.

e Valorar la relacion entre incremento del indice masa corporal, especialmente en
situaciones de sobrepeso y obesidad sobre el estado de portador asintomatico de
N. meningitidis.

e Analizar los niveles de antioxidantes plasmaticos en una muestra amplia de esa
poblacion y estudiar la existencia de asociaciones con parametros
somatométricos, bioquimicos y nutricionales.

e Finalmente, mediante la utilizacion de diversas técnicas estadisticas, buscar
relaciones entre persistencia de estado de portador asintoméatico de N.
meningitidis y balance de actividad antioxidante en plasma.



Tesis doctoral

En el desarrollo de nuestro estudio hemos seguido el planteamiento que
esquematicamente se describe en la figura siguiente:

Disefio experimental

Z.B.S. Marquesado
6320 habitantes
704 (< 14 afos)

-

Reclutamiento pacientes

’ Aceptan participar ‘ @

n

(criterios de inclusién)

339 nifios
@ Hemograma
; 2 Portadores N.
’ Frotis faringeo ‘ [[]C> meningitidis Perfil férrico
’ Somatometria ‘ —) (n=20) Capacidad
’ Encuesta nutricional ‘ [[]:> Controles (n=20) =) gpucxidaniede
plasma

Figura 6.1. Disefio experimental del proyecto de Tesis doctoral.
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MATERIAL Y METODO

7.1. Definicion de la muestra.

La Zona Baésica de Salud de Marquesado (Granada), es una comarca rural de
6320 habitantes, que agrupa 8 municipios con una poblacién infantil estimada de 704
niflos con edades comprendidas entre 1 y 14 afios. Los sujetos participantes se
reclutaron tras solicitud expresa del padre o tutor. Para ello, se anuncié en los Tablones
de los Consultorios médicos de las localidades dependientes de la ZBS de Marquesado
el inicio del estudio, su fundamento, finalidad y como debian los usuarios solicitar la
cita.

7.2. Seleccion de la muestra y criterios de inclusion.

Como unico requisito para su inclusion en el estudio, el sujeto debe estar
asintomatico y no debe haber tomado tratamiento antibidtico en las Gltimas 2 semanas.
En el momento de su inclusién se recogen los datos de filiacion, antecedente de
consumo de antibidticos en los ultimos 2 meses, pardmetros antropomeétricos y frotis
faringeo. En funcion del resultado del cultivo de exudado faringeo se realiza un estudio
caso control anidado, considerandose como caso los nifios portadores de N. meningitidis
y como controles los pacientes de la misma edad y sexo no portadores de N.
meningitidis reclutados en orden siguiente al caso previo. Son excluidos del estudio
aquellos pacientes que explicitamente lo solicitan.

El estudio se inicié en Enero de 2003 y se dio por finalizado en Marzo de 2004.
La relacion de pacientes reclutados, su localidad de procedencia y fecha de nacimiento
se reproducen en la Tabla 7.1.a 7.8.
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Tabla 7.1. Relacion de pacientes incluidos en el estudio.

Id Iniciales Fecha nacimiento Municipio Sexo
1 E.R.M. 30.11.1992 ALQUIFE Nifia
2 AN.L. 19.01.1994 LANTEIRA Nifio
3 F.S.C. 14.01.1998 DOLAR Nifia
4 J.LN.L. 04.08.2001 LANTEIRA Nifio
5 M.H.V. 18.09.2002 CHARCHES Nifia
6 AS.C. 26.04.2001 DOLAR Nifio
7 R.L.L. 20.01.1999 HUENEJA Nifio
8 V.C.S. 15.09.2000 LA CALAHORRA  Nifia
9 JR.M. 16.08.2002 LA CALAHORRA  Nifio
10 EJ.G. 09.09.1995 HUENEJA Nifia
11 M.J.G. 04.01.1998 HUENEJA Nifia
12 A.M.S. 12.03.2000 DOLAR Nifio
13 AM.S. 30.04.1993 DOLAR Nifio
14 E.G.V. 30.08.1992 CHARCHES Nifia
15 Y.V.H. 26.06.1993 LANTEIRA Nifia
16 JR.M. 24.04.1994 ALQUIFE Nifio
17 M.G.V. 05.06.1997 CHARCHES Nifio
18 M.R.M. 29.07.1997 ALQUIFE Nifia
19 AE.V. 06.11.2000 CHARCHES Nifia
20 L.R.H. 03.11.2001 LANTEIRA Nifia
21 Y.V.G. 29.09.2002 CHARCHES Nifia
22 M.E.R.E. 12.09.1990 HUENEJA Nifia
23 JH.A. 06.06.1994 ALDEIRE Nifia
24 R.R.E. 25.08.1995 HUENEJA Nifio
25 A.AE. 31.01.2000 DOLAR Nifia
26 T.H.A. 14.04.2000 ALDEIRE Nifia
27 P.R.N. 10.01.2002 LANTEIRA Nifia
28 JAR.E. 25.09.1997 HUENEJA Nifio
29 M.N.C. 18.12.1994 ALQUIFE Nifia
30 E.N.C. 16.09.1996 ALQUIFE Nifia
31 JM.V.R. 11.08.1997 ALQUIFE Nifio
32 P.F.M. 30.09.2001 ALDEIRE Nifio
33 J.M.O. 12.12.1992 LANTEIRA Nifio
34 I.L.L. 08.05.1996 ALDEIRE Nifio
35 J.D.E.M. 21.03.1997 ALDEIRE Nifio
36 F.S.T. 05.01.1998 JEREZ Nifio
37 JATR. 21.03.1998 JEREZ Nifio
38 ET.G. 29.11.2001 JEREZ Nifio
39 JT.R. 04.06.2002 JEREZ Nifio
40 TS.T. 17.03.1991 JEREZ Nifia
41 S.V.R. 20.04.1991 ALQUIFE Nifio
42 L.I.R. 02.12.1996 ALQUIFE Nifia
43 A.CR. 22.01.1999 HUENEJA Nifio
44 I.T.B. 23.05.2001 JEREZ Nifio
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Id Iniciales Fecha nacimiento Municipio Sexo
45 F.S.G. 06.12.1999 ALQUIFE Nifio
46 D.O.G. 30.01.1997 CHARCHES Nifio
47 AG.R. 30.08.1998 JEREZ Nifia
48 C.EH. 03.12.1998 CHARCHES Nifio
49 JLN.A. 17.05.2000 ALQUIFE Nifio
50 F.EH. 19.05.2002 CHARCHES Nifia
51 1.0.G. 28.05.2002 CHARCHES Nifia
52 JM.AG. 13.10.2002 JEREZ Nifio
53 J.L.G.O. 09.06.1991 LANTEIRA Nifio
54 M.G.R. 20.09.1991 JEREZ Nifia
55 S.C.R. 22.03.1993 HUENEJA Nifia
56 AN.A. 05.01.1994 ALQUIFE Nifia
57 A.P.P. 10.11.1989 DOLAR Nifia
58 S.P.P. 17.03.1995 DOLAR Nifia
59 AE.G. 17.01.1998 JEREZ Nifia
60 F.M.C. 26.07.1998 DOLAR Nifio
61 AN.T. 26.02.2001 DOLAR Nifio
62 N.N.M. 02.10.2001 JEREZ Nifia
63 N.M.G. 22.12.2001 HUENEJA Nifia
64 AS.S. 18.11.2001 DOLAR Nifio
65 P.S.C. 22.08.1994 ALQUIFE Nifia
66 R.C.V. 23.05.1997 ALQUIFE Nifia
67 FAT.M. 18.10.1997 JEREZ Nifio
68 R.G.R. 30.11.1997 HUENEJA Nifio
69 M.F.R.M. 10.02.1999 JEREZ Nifio
70 A.O.M. 16.06.2000 JEREZ Nifio
71 C.M.P. 08.11.2000 ALDEIRE Nifia
72 AT.C. 28.08.2001 ALQUIFE Nifio
73 L.M.C.S. 27.01.1994 ALQUIFE Nifio
74 H.L.C. 05.12.1994 CHARCHES Nifio
75 JJ.L.C. 29.06.1999 CHARCHES Nifio
76 C.D.R. 29.08.1990 CHARCHES Nifia
77 L.G.B. 09.04.1992 LANTEIRA Nifia
78 V.G.F. 23.08.1992 ALQUIFE Nifio
79 S.B.G. 15.02.1993 LANTEIRA Nifia
80 JAT.G. 20.09.1995 FERREIRA Nifio
81 JM.S.P. 11.10.1995 ALQUIFE Nifio
82 JAB.G. 02.08.1999 LANTEIRA Nifio
83 S.S.P. 07.01.2001 ALQUIFE Nifio
84 R.C.V. 13.01.1990 ALQUIFE Nifia
85 JAB.C. 23.05.1991 ALQUIFE Nifio
86 A.M.P. 12.12.1991 ALQUIFE Nifio
87 EVS.Z 02.12.1995 ALQUIFE Nifio
88 JA.C.C. 26.12.1996 ALQUIFE Nifio
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Tabla 7.3. Relacion de pacientes incluidos en el estudio (Cont.).

Id Iniciales Fecha nacimiento Municipio Sexo
89 F.B.C. 17.05.1999 ALQUIFE Nifia
90 G.V.S. 27.12.1999 ALQUIFE Nifio
91 L.M.M. 16.10.2001 DOLAR Nifio
92 M.L.L. 30.03.1990 ALDEIRE Nifio
93 M.C.C. 29.09.1993 ALQUIFE Nifia
94 V.H.T. 19.07.1994 LANTEIRA Nifia
95 R.P.R. 05.02.1995 ALQUIFE Nifio
96 S.G.R. 02.09.1997 LANTEIRA Nifio
97 AR.T. 04.10.1998 LANTEIRA Nifa
98 J.P.A. 02.11.2000 ALQUIFE Nifio
99 JR.T. 14.08.1991 LANTEIRA Nifio
100 A.P.G. 09.11.1992 ALQUIFE Nifio
101 P.V.D. 16.05.2001 ALQUIFE Nifia
102 A.G.A. 31.08.1991 HUENEJA Nifio
103 JE.G.A. 12.03.1995 HUENEJA Nifio
104 A.G.A. 09.03.1998 HUENEJA Nifio
105 P.D.L. 07.03.1999 ALDEIRE Nifio
106 E.B.L. 27.09.2001 JEREZ Nifia
107 JAB.L. 01.11.1991 JEREZ Nifio
108 F.S.1. 02.02.1996 HUENEJA Nifio
109 E.S.L 01.07.1994 HUENEJA Nifia
110 JAD.L. 15.07.1995 ALDEIRE Nifio
111 A.G.M. 29.01.1990 ALQUIFE Nifio
112 L.M.H. 17.07.1991 ALQUIFE Nifia
113 M.C.A. 08.01.1993 ALQUIFE Nifio
114 Y.M.H. 03.03.2001 ALQUIFE Nifa
115 N.C.A. 01.10.2002 ALQUIFE Nifio
116 M.B.N.S. 16.03.1996 LANTEIRA Nifia
117 C.CA. 03.05.2002 ALQUIFE Nifa
118 M.P.E.M. 28.02.1999 ALQUIFE Nifia
119 P.S.R. 01.05.1990 ALQUIFE Nifio
120 A.L.S.R. 27.04.1993 ALQUIFE Nifia
121 AAR. 16.07.1993 ALQUIFE Nifio
122 M.M.R. 02.06.1995 ALDEIRE Nifio
123 L.J.H. 09.08.1996 HUENEJA Nifia
124 S.C.C. 19.05.1999 HUENEJA Nifa
125 MC.M. 22.05.2001 ALDEIRE Nifia
126 J.C.C. 31.10.2002 HUENEJA Nifio
127 C.L.R. 27.11.1995 LANTEIRA Nifa
128 M.R.A.S. 22.12.1996 HUENEJA Nifia
129 F.A.S. 09.09.1999 HUENEJA Nifio
130 Y.G.R. 29.06.1991 LANTEIRA Nifia
131 C.M.C. 14.07.1992 ALQUIFE Nifa
132 V.S.M. 04.02.1993 ALQUIFE Nifia




Tabla 7.4. Relacion de pacientes incluidos en el estudio (Cont.).
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Id Iniciales Fecha nacimiento Municipio Sexo
133 J.B.B. 11.12.1994 LANTEIRA Nifio
134 N.H.G. 22.08.2002 LANTEIRA Nifia
135 AH.G. 21.03.1992 LANTEIRA Nifio
136 M.R.G. 19.06.1990 ALQUIFE Nifio
137 M.H.G. 13.06.1997 LANTEIRA Nifio
138 J.R.G. 12.05.1998 ALQUIFE Nifio
139 M.H.L. 13.11.2002 CHARCHES Nifia
140 R.M.S. 08.12.1998 HUENEJA Nifio
141 M.L.M.S. 14.08.2002 HUENEJA Nifia
142 A.O.E. 27.07.1997 JEREZ Nifio
143 J.M.H.D. 02.09.1999 LANTEIRA Nifio
144 E.G.G. 02.01.2000 HUENEJA Nifio
145 R.R.H. 30.12.2000 LANTEIRA Nifia
146 A.G.G. 11.01.2001 HUENEJA Nifio
147 P.O.E. 14.05.2001 JEREZ Nifio
148 M.1.J.D. 14.07.1992 LANTEIRA Nifia
149 M.P.R.H. 24.09.1993 LANTEIRA Nifia
150 J.L.N.C. 15.09.1991 LANTEIRA Nifio
151 I.A.D. 11.06.1999 ALQUIFE Nifio
152 J.AD. 15.08.2000 ALQUIFE Nifio
153 F.G.M. 21.11.1990 ALQUIFE Nifio
154 T.G.M. 21.11.1990 ALQUIFE Nifio
155 JM.V.A. 25.06.1992 LANTEIRA Nifio
156 S.B.R. 24.05.1994 JEREZ Nifio
157 M.G.P. 14.03.1995 CHARCHES Nifio
158 I.G.M. 25.09.1995 ALQUIFE Nifio
159 R.B.R. 01.05.1999 JEREZ Nifio
160 A.G.P. 13.06.1999 CHARCHES Nifia
161 AO.T. 27.02.1999 LANTEIRA Nifia
162 V.M.M.R. 14.08.1989 LANTEIRA Nifio
163 S.C.C. 07.12.1992 HUENEJA Nifia
164 F.D.A. 22.05.1999 HUENEJA Nifio
165 M.M.R. 28.03.2002 LANTEIRA Nifio
166 JM.R.C. 04.07.1990 LA CALAHORRA Nifio
167 JM.G.G. 21.08.1991 JEREZ Nifio
168 1.O.M. 13.03.1993 JEREZ Nifio
169 D.R.C. 21.07.1994 LA CALAHORRA Nifio
170 JLP.G. 30.10.1995 ALDEIRE Nifio
171 A.G.G. 24.06.1996 JEREZ Nifio
172 E.S.G. 18.08.1999 JEREZ Nifia
173 Y.P.T. 25.09.1999 ALDEIRE Nifia
174 C.P.G. 11.02.2000 ALDEIRE Nifio
175 P.S. 20.08.2002 DOLAR Nifio
176 M.P.T. 26.05.1992 ALDEIRE Nifia
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Tabla 7.5. Relacion de pacientes incluidos en el estudio (Cont.).

Fecha

Id Iniciales nacimiento Municipio Sexo
177 B.H.T. 02.06.1992 LA CALAHORRA Nifa
178 I.P.R. 13.02.1992 HUENEJA Nifio
179 M.A.P.R. 02.01.2001 HUENEJA Nifio
180 JAG.C. 01.02.1993 LANTEIRA Nifio
181 P.M.S. 14.11.1994 LANTEIRA Nifio
182 S.M.A. 18.04.1995 ALQUIFE Nifia
183 AN.G. 08.04.1995 LANTEIRA Nifia
184 V.B.M. 19.03.1999 ALDEIRE Nifio
185 M.J.M.R. 14.03.1999 LANTEIRA Nifia
186 I.N.G. 29.05.1991 LANTEIRA Nifia
187 F.M.M.R. 25.01.1992 LANTEIRA Nifio
188 J.C.S. 21.02.1992 LANTEIRA Nifio
189 E.C.S. 16.03.1993 LANTEIRA Nifio
190 AR.L 24.09.1992 DOLAR Nifio
191 M.M.R. 01.12.1993 ALQUIFE Nifa
192 M.L.L.G. 12.01.1994 ALQUIFE Nifia
193 J.L.P.G. 07.06.1995 ALQUIFE Nifio
194 D.M.M. 18.11.1995 ALQUIFE Nifio
195 E.G.G. 20.01.1996 JEREZ Nifio
196 AM.R. 22.05.1997 ALQUIFE Nifia
197 M.R.I. 30.10.1998 DOLAR Nifia
198 E.G.V. 12.11.1998 JEREZ Nifa
199 F.M.M. 03.06.1993 ALQUIFE Nifio
200 P.G.G. 08.06.2001 JEREZ Nifia
201 P.S.S. 19.08.1990 JEREZ Nifio
202 AH.P. 07.04.1998 ALQUIFE Nifio
203 M.L.LM.M. 13.02.1994 LA CALAHORRA Nifia
204 B.R.C. 13.05.1997 HUENEJA Nifa
205 M.J.E. 27.06.1997 HUENEJA Nifio
206 J.M.N.R. 29.08.1998 LANTEIRA Nifio
207 M.C.N.R. 08.08.1999 LANTEIRA Nifia
208 C.J.E. 30.03.2000 HUENEJA Nifa
209 R.AE. 02.07.2001 ALQUIFE Nifio
210 J.G.G. 11.08.1990 HUENEJA Nifio
211 C.C.P. 26.05.1994 ALQUIFE Nifio
212 AR.C. 24.06.1992 HUENEJA Nifa
213 M.A.E. 22.09.1999 ALQUIFE Nifa
214 AD.Z 28.04.1992 LANTEIRA Nifio
215 AT.V. 20.01.1989 JEREZ Nifio
216 J.C.CV. 05.06.1989 LANTEIRA Nifio
217 ET.V. 31.10.1990 JEREZ Nifa
218 AS.S. 19.03.1995 JEREZ Nifa
219 R.H.R. 06.03.2001 JEREZ Nifio
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Fecha

Id Iniciales nacimiento Municipio Sexo
220 R.S.0. 26.11.1996 JEREZ Nifio
221 C.H.P. 02.12.1991 ALQUIFE Nifio
222 AC.V. 30.12.1994 LANTEIRA Nifia
223 JR.R. 05.05.1990 LANTEIRA Nifio
224 R.A.F. 11.08.1990 LA CALAHORRA  Nifio
225 C.R.R. 24.05.1996 LANTEIRA Nifia
226 AAF. 16.11.1996 LA CALAHORRA Nifia
227 E.R.C. 21.02.1998 ALDEIRE Nifa
228 A.Z.O. 17.09.1999 JEREZ Nifia
229 A.C.M. 14.05.2001 HUENEJA Nifio
230 M.L.A. 06.06.1998 HUENEJA Nifa
231 L.M.R. 20.05.2001 HUENEJA Nifa
232 A.LA. 21.09.2002 HUENEJA Nifia
233 N.B.C. 09.12.2002 FERREIRA Nifia
234 P.B.Z. 27.11.2002 JEREZ Nifa
235 T.P.G. 12.05.1990 HUENEJA Nifia
236 L.C.R. 07.05.1995 ALDEIRE Nifia
237 A.B.C. 13.05.1996 FERREIRA Nifio
238 JM.P.G. 30.07.1998 HUENEJA Nifio
239 V.M.G.M. 16.01.1995 LA CALAHORRA  Nifo
240 M.G.M. 21.10.1999 LA CALAHORRA Nifa
241 A.C.G. 16.01.2002 JEREZ Nifa
242 C.P.M. 17.04.2002 LA CALAHORRA  Nifo
243 JLR.G. 18.09.2002 LA CALAHORRA  Nifo
244 A.G.G. 11.03.2002 LA CALAHORRA Nifa
245 D.R.G. 16.03.1993 LA CALAHORRA Nifa
246 F.F.O. 09.11.1992 JEREZ Nifio
247 AM.H. 22.03.1997 ALDEIRE Nifa
248 C.G.P. 29.07.1995 LANTEIRA Nifa
249 M.C.G.P. 17.01.2000 LANTEIRA Nifa
250 S.U.G. 19.04.2000 LANTEIRA Nifio
251 AH.P. 16.04.1991 ALDEIRE Nifa
252 P.M.G. 18.10.2000 JEREZ Nifio
253 O.P.G. 27.12.1993 DOLAR Nifia
254 J.C.F. 20.06.2002 JEREZ Nifio
255 AV.Z 18.11.1994 JEREZ Nifio
256 JLV.G. 06.08.1995 LA CALAHORRA  Nifo
257 CV.Z 01.11.1999 JEREZ Nifa
258 M.M.F. 24.06.2002 JEREZ Nifio
259 D.V.G. 13.05.1992 LA CALAHORRA  Nifo
260 E.C.D. 23.08.1992 ALQUIFE Nifia
261 G.C.C. 25.11.1995 LA CALAHORRA  Nifio
262 C.M.T. 01.02.1993 JEREZ Nifio
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Tabla 7.5. Relacion de pacientes incluidos en el estudio (Cont.).

Fecha

Id Iniciales nacimiento Municipio Sexo
263 L.C.R. 22.07.1993 HUENEJA Nifa
264 R.E.M. 18.06.1994 LA CALAHORRA  Nifo
265 JR.G. 06.05.1995 HUENEJA Nifio
266 A.EM. 16.03.1998 LA CALAHORRA  Nifo
267 A.CR. 16.05.2000 HUENEJA Nifio
268 AS.V. 07.03.1993 ALQUIFE Nifio
269 B.S.H. 12.07.1992 JEREZ Nifa
270 R.E.T. 09.11.1993 JEREZ Nifio
271 T.S.H. 15.05.1995 JEREZ Nifio
272 JET. 02.01.1996 JEREZ Nifio
273 JAN.S. 29.09.1996 JEREZ Nifio
274 T.T.B. 09.08.1997 JEREZ Nifio
275 E.M.M. 27.05.1998 LA CALAHORRA Nifa
276 SY.T. 26.10.1999 HUENEJA Nifio
277 E.M.R. 01.10.2000 LA CALAHORRA Nifia
278 JAMM. 11.08.2002 LA CALAHORRA  Nifio
279 M.Y.T. 28.11.2002 HUENEJA Nifia
280 M.Y. T 28.11.2002 HUENEJA Nifia
281 O.C.H. 23.11.2001 LA CALAHORRA Nifa
282 L.C.L. 25.09.2002 JEREZ Nifia
283 C.C.C. 20.09.1994 LA CALAHORRA Nifia
284 S.R.G. 19.04.1996 HUENEJA Nifio
285 AR.P. 07.08.1998 HUENEJA Nifio
286 J.F.M. 04.08.1999 DOLAR Nifio
287 JM.R.G. 19.04.2000 HUENEJA Nifio
288 AV.F. 29.12.2001 HUENEJA Nifio
289 A.M.P. 01.08.1992 HUENEJA Nifa
290 L.V.F. 14.07.2000 HUENEJA Nifia
291 R.O.S. 03.03.1993 LA CALAHORRA Nifa
292 J.R.P. 02.06.1995 HUENEJA Nifio
293 V.M.O.S. 27.08.1995 LA CALAHORRA  Nifio
294 JF.R. 14.04.1990 JEREZ Nifio
295 M.M.S. 10.02.1993 JEREZ Nifa
296 S.EE.L. 08.09.1995 JEREZ Nifa
297 R.V.C. 03.04.1996 JEREZ Nifa
298 M.M.U. 02.02.1997 JEREZ Nifia
299 B.V.C. 28.11.1999 JEREZ Nifa
300 A.S.J. 13.01.2003 JEREZ Nifa
301 R.S.G. 12.10.1991 LA CALAHORRA  Nifo
302 B.L.E. 22.09.1993 JEREZ Nifio
303 L.S.G. 19.11.1994 LA CALAHORRA Nifa
304 M.A.C.C. 27.10.1998 LA CALAHORRA  Nifio
305 J.C.G. 20.12.1991 HUENEJA Nifio
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Fecha

Id Iniciales nacimiento Municipio Sexo
306 B.M.P. 27.04.1998 HUENEJA Nifio
307 C.F.A. 24.05.1992 LA CALAHORRA  Nifia
308 R.S.A. 28.05.1992 LA CALAHORRA  Nifio
309 N.R.S. 17.02.1993 HUENEJA Nifia
310 S.G.G. 10.05.1994 LA CALAHORRA  Nifia
311 M.C.O.H. 17.07.1995 ALDEIRE Nifia
312 S.R.S. 02.12.1996 HUENEJA Nifio
313 A.G.G. 29.08.1997 LA CALAHORRA  Nifia
314 N.F.A. 30.10.1998 LA CALAHORRA  Nifia
315 C.H.F. 30.05.1992 DOLAR Nifio
316 JA.AP. 16.07.1993 ALQUIFE Nifio
317 L.A.P. 09.11.1995 ALQUIFE Nifia
318 P.M.O. 22.02.2000 JEREZ Nifia
319 A.L.G. 14.06.1993 JEREZ Nifio
320 N.J.S. 15.07.1990 LA CALAHORRA  Nifia
321 A.M.C. 02.05.2000 LA CALAHORRA  Nifio
322 C.G.G. 26.01.1992 DOLAR Nifia
323 AJS. 12.03.1992 LA CALAHORRA  Nifia
324 G.G.G.A. 12.05.1996 DOLAR Nifia
325 A.G.A. 28.04.1991 DOLAR Nifio
326 AM.P.S. 02.07.2000 FERREIRA Nifia
327 JJV.E. 13.03.1997 JEREZ Nifio
328 R.S.V. 23.08.2001 JEREZ Nifio
329 A.T.D. 28.12.2001 JEREZ Nifio
330 AE.T. 26.02.2002 JEREZ Nifio
331 S.O.T. 17.02.2002 JEREZ Nifia
332 M.V.E. 10.01.1994 JEREZ Nifio
333 B.J.F. 10.08.1990 DOLAR Nifio
334 M.J.F. 21.03.1997 DOLAR Nifia
335 M.J.S.V. 29.09.1994 HUENEJA Nifia
336 C.J.M. 05.11.1998 LA CALAHORRA  Nifia
337 AP.S. 19.08.1996 HUENEJA Nifio
338 M.C.G.J. 10.05.2002 HUENEJA Nifia
339 R.G.J. 10.05.2002 HUENEJA Nifia
Total 339 339 339 339

El investigador principal garantizara 'y respetara la confidencialidad de toda la
informacion registrada acerca de los sujetos del estudio.
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7.3. Material Clinico y de laboratorio.

Tabla 7.9. Relacion de material clinico y de Laboratorio

e Termostato PACISA. e Medio de cultivo Mueller-Hinton

e Barfio termostato Unitronio 320 Selecta. agar.

e Espectrofotémetro modelo Photometer 1/2 001M ¢ Solucion de Lugol.
Eppendorf. e Cristal Violeta.

e Centrifuga Beckman, modelo TJ-6. e Fucsina fenicada de Ziehl.

e Micropipetas automaticas. ¢ Alcohol-acetona.

e Tubos de rosa de vidrio (Pirex). e Glucosa.

e Tubos de ensayo Trinex. o Maltosa.

e Tubos de centrifuga de nitrato de celulosa. e Lactosa.

¢ Viscosimetro de caida de bola. e Medio de Hugh-Leifson

e Estufa de cultivo. e Reactivo de Kovacs.

e Tallimetro de Harpenden-Holtain. e Crocin.

e Bascula modelo Atlantida. e 2-amidinopropano.

e Antisuero N. meningitidis grupo A, Cy B. e Medio de Stuart

7.4. Definicion de variables bioquimicas y hematoldgicas.

Seguidamente se describen las variables estudiadas en el presente proyecto de
Tesis doctoral.

7.4.1. Ferritina: Es una proteina especializada en el depdsito del hierro. Su vida
media es de aproximadamente 50 a 75 horas. Se encuentra presente en grandes
concentraciones en el higado, el bazo, la médula 6sea y el musculo esquelético. La
importancia fundamental de la ferritina es la de poder mantener almacenado el hierro en
los tejidos. Las concentraciones en sangre se miden en ngr / dl.

7.4.2. Hierro: Es un elemento necesario en el cuerpo para que se forme la
hemoglobina. El cuerpo humano contiene normalmente de 3 a 4 gr. de hierro, del que
mas de la mitad se encuentra en forma de hemoglobina. El hierro es el constituyente de
un gran numero de enzimas. Definimos la sideremia como el total de hierro férrico
circulante en sangre que se encuentran generalmente ligado a la transferrina. Las
concentraciones en sangre de hierro sérico libre se miden en mcg/ dl.

7.4.3. Transferrina: Es la proteina encargada de transportar el hierro en forma
férrica por el torrente sanguineo. Es sintetizada principalmente en el higado y tiene una
vida media de 8 a 10 dias y se encuentra en el plasma saturada con hierro en una tercera
parte normalmente. El hierro que se absorbe en los alimentos, es transportado en la
sangre por la transferrina y almacenado en ferritina, para ser utilizado en la sintesis de
moléculas que contienen hierro como la mioglobina y la hemoglobina. Los valores en
sangre se miden en mg/dL.

7.4.4. Indice de saturacion de la Transferrina: Refleja el porcentaje de hierro
que esta fijado a la transferrina. En cualquier momento, en un adulto normal, cerca de
33% de los sitios de union a la transferrina estan ocupados por hierro. Un indice de
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saturacion <15 % equivaldria a una anemia ferropénica. Se consideran valores nornales
entre el 20 — 50 %.

7.4.5. Capacidad de saturacion de la transferrina: Es la concentracion de
hierro necesaria para saturar totalmente la capacidad de transporte de la transferrina. Las
concentraciones en sangres se miden en mcg/ dl.

7.4.6. Hemoglobina: Es la proteina que transporta el oxigeno a los tejidos. El
limite inferior de la normalidad, en adultos es de 13 g/dl en varones y de 12g/dL en
mujeres no embarazadas y en nifios de 2 a 9 afios es de 11.5g/dL e inferior en los de
menor edad.

7.4.7. Leucocitos: Son un conjunto heterogéneo de células sanguineas que son
los efectores celulares de la respuesta inmunitaria, asi intervienen en la defensa del
organismo contra sustancias extrafias o agentes infecciosos. Se originan en la médula
osea y en el tejido linfatico. Se consideran valores normales entre 3.500 y 11.000/mL.

7.4.8. Plaguetas: son las células de la sangre encargadas de la hemostasia, es
decir, de cerrar los vasos sanguineos cuando se produce una herida formando parte del
coagulo. Los valores normales oscilan entre 130.000 y 450.000/mL

7.5. Recogida de datos somatométricos.

La exploracion somatométrica se realiz6 conforme a los estandares
habitualmente recomendados y que a continuacion se resumen:

Las determinaciones se realizaron en el brazo izquierdo en los sujetos diestros y
en el derecho en los zurdos. Mediante la utilizacion de las correspondientes ecuaciones
(160) se obtuvieron el area grasa y muscular, el cociente adiposo-muscular braquial y el
indice de masa corporal, densidad corporal y grasa corporal total.

a) Peso. Se utilizé una bascula Atlantida calibrada antes de cada medida. El
individuo se coloca encima de la plataforma de la bascula, sin apoyarse en sitio alguno,
desprovisto de ropa, a excepcion de la ropa interior. Su valor se expresa en Kg con un
decimal.

b) Talla. La talla se obtuvo con un antropémetro de Harpenden-Holtain. En pie,
de manera que sus tobillos, nalgas y hombros estén en contacto con la pieza vertical del
aparato medidor. Los tobillos deben situarse juntos, de manera que los maleolos
internos contacten o estén muy préximos. Las manos y los brazos deben estar relajados,
con las palmas vueltas hacia adentro. La cabeza debe situarse con el plano de Frankfurt
paralela al suelo. Se debe deslizar la tabla horizontal del tallimetro hasta tocar la cabeza
del sujeto, aplastar el pelo, realizando entonces la medicion. Su valor se recoge en cm
con un decimal.

c) indice de Masa Corporal de Quetelec (Peso/Talla®). Obtenido mediante el
cociente del valor del peso (Kg) y el valor de la talla (m) elevada al cuadrado.
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d) Pliegues cutaneos. La medicion de los pliegues cutaneos es para distintos
autores el indicador mas fiable del estado nutricional del nifio. Se obtiene mediante el
calibrador de precision constante de Holtain con una amplitud de 0 a 45 mm y una
presion constante de 10g/mm., por su sensibilidad y precision, midiendo de esta forma
el grosor del tejido adiposo, en las siguientes zonas, siempre de hemicuerpo izquierdo:

e Pliegue tricipital izquierdo. Con el individuo de pie de espaldas al explorador,
con los brazos relajados y con las palmas mirando al muslo. Se palpa el
acromion y el olécranon y se marca en la piel el punto medio entre ambos. La
piel se pellizca en la parte posterior del brazo en la zona del triceps,
aproximadamente 1 cm por encima de la marca, y en la linea vertical que va del
acromion al olécranon. El calibrador se coloca a nivel de la marca practicada,
manteniendo el pellizco con la mano izquierda durante el tiempo que dura la
medicion, aproximadamente 1-2 segundos.

e Pliegue bicipital izquierdo. Con el sujeto de cara al explorador con los brazos
relajados y la palma de la mano mirando hacia delante. El pellizco se hace en el
brazo 1 cm por encima de la linea marcadas por la circunferencia y una linea
vertical que une el centro de la fosa antecubital y la cabeza del humero.

e Pliegue subescapular izquierdo. De pie, con los hombros y los brazos relajados.
El pliegue se toma inmediatamente por debajo del angulo inferior de la escapula
en la linea vertical que el mismo determina.

e Pliegue suprailiaco izquierdo. De pie, con los miembros superiores doblados. El
pliegue se realiza 1 cm por encima y 2 cm por dentro de la espina suprailiaca
anterior.

e) Perimetro del brazo. Se midi6 con una cinta métrica inextensible de 1 cm de
diametro. Con el individuo de pie y con los brazos relajados se toma una linea
perpendicular al eje del brazo, equidistante de los dos extremos del himero: acromion,
olécranon. La cinta debe tocar la piel en todo su recorrido, pero no debe comprimir los
tejidos.

f) Célculo de la Densidad Corporal. Siguiendo las indicaciones de Brook para
los escolares menores de 11 afios y las de Durnin y Rahaman para los otros dos grupos
de estudio, obtuvimos la densidad corporal en cada caso, mediante la aplicaciéon del

logaritmo de la suma de los cuatro pliegues cutaneos, que permite resolver la incognita
(x) perteneciente a cada una de las ecuaciones de regresion.

e Para nifios.

De 1 a 11 afios: y=1.1690-0.0788xlog >4 pliegues cutaneos
De 12 a 16 afios: y =1.1533-0.0643x log 24 pliegues cutaneos

e Para nifas.

De 1 a1l afios: y=1.2063—0.0999x log 24 pliegues cutaneos

De 12 a 16 afios: y=1.1369—0.0598x log 24 pliegues cutameos
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donde y= Densidad corporal.

g) Grasa Corporal total. Se obtuvo segln la ecuacion descrita por Brook en
1971 (161) .

Grasacorporaltotal (Kg) = - 4.95 —4.5 |xKg
Densidad corporal

h) Area del brazo (cm?). Se calculé segn la ecuacién propuesta por Sann en
1988 (162).

Perimetro del brazo(cm)
Az

Areadel brazo=

i) Area muscular de brazo (cm?). Se calcula en funcién de la ecuacién descrita
por Sann en 1988 (162).

(Perimetro del brazo— 7 x Pliegue tricipital (cm))?
iV

Areamuscular del brazo =

j) Area grasa del brazo (cm?). Se calcula en funcién de la ecuacién descrita por
Sann en 1988 (162).

Area grasadel brazo(cm?) = Area del brazo— Areamuscular del brazo

k) indice adiposo muscular: Se calcula en funcion de la ecuacion descrita por
Sann en 1988 (162).

IAM — Area grasadel brazo
Areamuscular del brazo

7.6. Encuesta nutricional.

Se utiliz6 una encuesta de recuerdo de los alimentos consumidos en los Gltimos
7 dias y un registro de frecuencia de consumo. El objeto de esta encuesta es conocer su
consumo diario de alimentos y bebidas. Se solicita a los padres del paciente que anote
con la mayor precision posible todos los alimentos y bebidas consumidos en las Gltimas
24 horas. Puede empezar por el desayuno del dia anterior y continuar hasta completar el
recuerdo de la dieta de los Ultimos 7 dias. Se le facilita a los padres un listado con los
grupos de alimentos que por simplicidad se han resumido en: frutas y verduras, pastas,
carne y pescado, lacteos y huevos y bolleria. Para facilitar el recuerdo se les recomienda
a los padres que escriban inicialmente el menu consumido en cada comida y luego
describan detalladamente los ingredientes.

7.7. Identificacion de portadores de N. meningitidis.

D. Manuel Molina Oya
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a. Recogida de frotis faringeo.

Con ayuda de un depresor lingual se pide al nifio que abra la boca y con una
torunda estéril siguiendo un movimiento circular en la hipofaringe se hace que contacte
con amigdalas, paladar blando y faringe posterior, procurando que la torunda no toque
los labios se retira de la cavidad oral y se introduce en medio de transporte Stuart
(Biomedics, Ltda.), que se mantiene a 37°C hasta su siembra en placa.

La identificacion de portadores de N. meningitidis se hara siguiendo los pasos del
siguiente esquema:

b. Siembra en Medio Mueller-Hinton-agar.

Se retira la torunda del medio de transporte y se extiende sobre la superficie de
la placa de Petri con medio de cultivo Mueller-Hinton, con incubacion posterior a 37°C
durante 24 horas.

c. Identificacion de colonias blanco-grisaceas.

d. Tincién de Gram: Debemos observar diplococos Gram negativos (coloracion rosa).
Su realizacion sigue los siguientes pasos:

Preparar los frotis bacterianos.

Tefir con cristal violeta: 1min.

Lavar con abundante agua el exceso de colorante.

Cubrir con Lugol: 1min.

Lavar con agua el exceso de Lugol.

Decolorar con alcohol-acetona o simplemente con alcohol hasta que la
preparacion deje de perder color (30seg)

7. Lavar con abundante agua para eliminar el resto de disolvente.

8. Teiiir con fucsina fenicada de Ziehl: 1min.

9. Lavar con agua para eliminar el colorante de contraste.

10. Secar la preparacion.

11. Examinar al microscopio fijandose sobre todo en el color de cada
preparacion.

o E

Identificacidn de NEISSERIA SPP.

Crecimiento en agar chocolate suplementado:  colonias blancas o grisdaceas
lisas y convexas

v

Oxidasa:  positiva ¢—| Coloracion de Gram : diplococos Gram negativos |

fermentacién: glucosa positiva Nelsseria gonorrhoeae
/v maltosa negativa

fermentacion glucosa positiva

maltosa positiva || Nefsseria meningitidis I

Crecimiento en aerobiosis a:
22° G en agar nutritivo = negativo
37° < en agar chocolate = negativo

Figura 7.1. Pasos a seguir en la identificacion de N. meningitidis.
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e. Test de Oxidasa.

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccion
de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa que activa la
oxidacion del citocromo que es reducido por el oxigeno molecular que produce agua o
peréxido de hidrogeno segun la especie bacteriana. El oxigeno actla por tanto como
aceptor final de electrones en la cadena transportadora de electrones. Por lo general, el
sistema citocromooxidasa sélo se encuentra en los organismos aerobios, algunos
anaerobios facultativos y, excepcionalmente, en algin microaeréfilo (Vibrio fetus), pero
los anaerobios estrictos carecen de actividad oxidasa. Asimismo, la presencia de oxidasa
va ligada a la produccién de catalasa, ya que ésta degrada el peroxido de hidrogeno
(prueba de la catalasa positiva) que se produce como consecuencia de la reduccion del
oxigeno y cuya acumulacion es toxica. La prueba de la oxidasa se usa sobre todo para
identificar todas las especies de Neisseria (+) y diferenciar Pseudomonas de los
miembros oxidasa negativos de las enterobacterias.

El reactivo de la oxidasa mas recomendado es la solucion acuosa al 1% de
diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina (reactivo de Kovacs). Es menos toxico y
mucho mas sensible que el correspondiente compuesto dimetilo (reactivo de Gordon y
McLeod), pero es més caro. Este reactivo tifie las colonias oxidasa positivas de color
lavanda que vira gradualmente a purpura-negruzco intenso.

Realizacion de la prueba:
Método en placa directa:

e Agregar directamente 2-3 gotas de reactivo a algunas colonias. No inundar toda
la placa y no invertirla.

e Observar los cambios de color. Con el reactivo de Kovacs la reaccion se produce
en unos 10-15 segundos, mientras que con el de Gordon y McLeod es dentro de
los 10-30 minutos.

D. Manuel Molina Oya
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Método indirecto sobre papel:

e Colocar un trozo de papel de filtro de 3x3cm aproximadamente en una placa de
Petri.

o Agregar 2-3 gotas del reactivo de Kovacs en el centro del papel.

« Extender con el asa de siembra una colonia sobre el papel impregnado.

o Lareaccion de color positiva se produce a los 5-10 segundos.

Figura 7.2. Test de oxidasa en placa. Las colonias tefiidas de color azul son oxidasa positivas.

f. Fermentacion de glucosa y maltosa.

Es decir medio de Hugh-Leifson positiva y fermentacion de lactosa (medio
McKonkey) negativa. Los microorganismos sacaroliticos pueden degradar la glucosa
por via fermentativa, oxidativa 0 ambas. Los productos de la fermentacion son acidos
mixtos relativamente fuertes, y faciles de detectar; los productos de la oxidacion son
acidos débiles y necesitan un medio para su deteccion mas sensible: el medio de Hugh-
Leifson. La produccién de acido se detecta en el medio por aparicion de color amarillo;
cuando el microorganismo es oxidativo el viraje de color se observa primero en la
superficie del medio. Se inocula el microorganismo por puncion. Para realizar las
pruebas de fermentacidn es necesario cerrar los tubos con parafina con objeto de crear
un ambiente anaerobio. Su composicion es la siguiente:

- Peptona: 29r

- Glucosa 0 maltosa: 10gr

- Azul de bromofenol: 0.03gr

- Agar: 2.50r

- NaCl: Sgr

- Fosfato dipotésico: 0.3gr

- Agua destilada: 1000mL

Para su preparacion disolver por calentamiento en un bafio de agua; ajustar el pH
a 7.1y distribuir en tubos. Esterilizar en autoclave a 120 °C durante 15 minutos.
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La produccion de |
acidos organicos |
disminuye el pH
y el indicador vira |
acolor amarillo.
(indicador: azul

de bromotimol)

La bacteria no
puede crecer
en este sustrato
y existe poca
turbidez o
ninguna.
(indicador: azul
de bromotimol)

Figura 7.3. Test de fermentacion de azucar (medio de Hugh-Leifson).

g. Congelacién de las cepas a -40°C.

Identificadas como N. meningitidis en Mueler-Hinton caldo-seroalbdmina (1:1)
para su posterior serogrupado.

h. Determinacion del serogrupo de N. meningitidis.

Los doce serogrupos de N. meningitidis basados en el reconocimiento del
polisacarido de la cdpsula son comunmente reconocidos como A, B, C, H, I, K, L,
WI135, X, Y, Z y Z’ (29E) —ya no se hace referencia al serogrupo D-. Los brotes
epidémicos son causados generalmente por los serogrupos A y C, aungue recientemente
se han identificado brotes causados por los serogrupos W135 e Y. El serogrupo B es
responsable de la mayoria de los aislamientos en situacion de endemia. La
seroagrupacion es un proceso caro, por ello en nuestro proyecto se ensayaron tres
antosueros A, B y C. ElI método utilizado fue el de seroaglutinacién en lamina que
requiere una suspension salina fisiologica formalinizada para hacer la suspensién de N.
meningitidis y suspension salina fisiolégica no formalinizada para mezclar con el
antisuero. El antisuero se mantiene a 4°C mientras no es utilizado. Sobre un
portaobjetos previamente limpio con alcohol para desengrasarlo se marcan tres zonas de
trabajo con un lapiz graso (A, B, C). Se depositan con un asa de siembra una porcion de
un medio de cultivo fresco en agar sangre en 250 mcL de suero salino formalinizado y
se agitan mediante un agitador vibratorio. Tomamos 10 mcL de la suspension que la
transferimos al portaobjetos previamente preparado, agregamos una gota de cada
antisuero a cada una de las secciones del portaobjetos y movemos el portaobjetos con
movimiento de vaivén durante 1 minuto. Solo las reacciones fuertes de aglutinacion +3
0 +4 se leen como positivas. Cuando una cepa reacciona con un solo antisuero se
registra como perteneciente a este serogrupo. Cuando una cepa precipita con mas de un
antisuero o precipita en salina se cataloga como no agrupable.
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Figura 4. Test de aglutinacién en lamina para N. meningitidis, con resultados positivo, negativo y
control con suero salino.

7.8. Determinacion de la capacidad antioxidante total del plasma (CATP).

Mediante técnica colorimétrica segun la técnica descrita por Lussignoli S. y cols

(163) que resumidamente consiste en:

Preparacion del crocin:

a.

Se diluyen 500 mg de safranina en 20 mL de etiléter, se agita 2 min. y se
desecha el sobrenadante. Se repite el procedimiento tres veces y el residuo se
evapora al aire.

Se resuspende en 15 mL de metanol al 30% en agua destilada. Se agita 5 min. a
T@ ambiente. Se recoge el extracto y se pasa por filtro Millipore de 0.45 micras
de poro.

El extracto se diluye 5 veces su volumen en PBS 10 nM. La solucion se
almacena en alicuotas de 10 mL a —20°C. por un tiempo maximo de 2 meses.

Procesado y medida de las muestras de sangre:

a.

Se utiliza sangre obtenida por puncién venosa en tubos con EDTA-K. Se
centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos. EI plasma puede almacenarse durante
1 mes en alicuotas de 200 mcL a —80°C.
Se prepara una disolucion de 2-amidinopropano (ABAP) en PBS 10 nM, 5
mg/mL, antes de su uso.
La medidas se realizan en espectrofotometro a 450 nm. Se prepara el blanco con
100 mcl de la solucion de crocin + 100 mcl de PBS 10 nM.
Las muestras de plasma 50 mcl (diluciones 1, 1:2, 1:10) se afiaden a 100 mcl de
ABAP, se incuban 1 h. a 37°C.
Porcentaje de inhibicion de crocin: g — d-0blanco —d.o.muestra

d.o.blanco
Se refiere el porcentaje de inhibicion de crocin al porcentaje de inhibicion de
Trolox C en mg.
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7.9. Procesado de muestras sanguineas.

Tanto a los individuos identificados como casos o controles se les efectué una
extraccion sanguinea. Se utilizd EDTA-K como anticoagulante. Los recuentos de
hematies, leucocitos y plaquetas se realizaron con un contador globular (Coulter
electronics) y las determinaciones de hierro y transferrina se realizaron con técnicas
colorimétricas.

7.10. Estrategias de busqueda de informacion.

Para realizar la busqueda bibliogréfica utilizamos varias bases de datos
automatizadas. Inicialmente acudimos a Medline a la que accedemos a través de
PubMed, segun las estrategias de blasqueda que figuran que seguidamente se detallan.
Revisamos asi mismo en el Catalogo Colectivo de Publicaciones Periddicas de las
Bibliotecas de Ciencias de la Salud Espafiolas (http://www.isciii.es/c17) y la Base de
Datos de Tesis Doctorales (http://www.mcu.es/TESEQ). Sobre la base las preguntas de
investigacion planteadas hemos desarrollado una serie de términos de busqueda de
informacion utilizando para ello el vocabulario MeSH (Medical Subject Headings)
utilizado para indicar los registros de Medline y otras bases de datos informatizadas;
acudimos para ello de PubMed (http://www.pubmed.gov) desde el mentd PubMed
database y MeSH Brouser (http://www.nlm.nih.gov/mesh/2003/MBrowser.html).
Acudimos también al vocabulario de Descriptores de Ciencias de la salud (DeCS),
version adaptada al castellano del MeSH, que puede resultar atil como lenguaje de
busqueda de fuentes en castellano (http://decs.bvs.br/E/homepagee.htm). Los términos
MeSH y DeCS para cada una de las preguntas de investigacion formuladas:
Antioxidants, lipid peroxidation, oxidative stress, diet, growth.

7.11. Andlisis estadistico.

La prevalencia de portadores de N. meningitidis se calcul6 de forma global en la
cohorte de estudio. Posteriormente se procedio a un analisis descriptivo de las variables,
calculo de la media e intervalos de confianza 95%. Inferencia estadistica mediante la
comparacion de medias para variables independientes, analisis de regresion lineal y
regresion logistica. Todos los calculos se realizaron con el paquete estadistico SPSS 12,

7.11.1. Estadistica descriptiva.
7.11.1.1. Medidas de centralizacion.

Con el fin de dar una idea aproximada de los valores mas representativos de un
conjunto de datos se utilizan, en estadistica, las medidas de centralizacion. Se definen
como aquellos valores que tienden a situarse en el centro del conjunto de datos
ordenados respecto a su magnitud. Las distintas medidas de centralizacién son la media
aritmética, la mediana y la moda, las dos primeras de las cuales hemos utilizado en
nuestro estudio. A continuacion pasamos a describirlas y detallarlas:

Media aritmetica: se trata de una medida de centralizacion de tamafio. La media
aritmética de un conjunto de datos es el valor medio que los representa. Sus
caracteristicas son las siguientes:
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Vi.

Vii.

Es un valor numeérico que esta entre el menor y el mayor de un conjunto de
datos.

Puede no coincidir con ninguno de los datos y ser un niumero decimal.

Sélo se puede obtener con datos cuantitativos.

La media aritmética de un conjunto de datos se obtiene dividiendo la suma de
los datos por el nimero total de ellos, o bien, si los datos vienen en una tabla con sus
frecuencias absolutas fi, se multiplica cada dato x; por su frecuencia y se suman los
resultados obtenidos. Este resultado se divide por el nimero total de datos N.

e 2 fixi fixa+ faxe + faxn B
> fi fi+fo+fn N

Mediana: es una medida de centralizacién de posicién. 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 conjunto de datos tiene un nimero de
valores impar, se ordenan en orden creciente y la mediana es el término que
ocupa el lugar central; si, por el contrario, el conjunto de datos es par, la
mediana es la media aritmética de los valores centrales. Su célculo se realiza
segun la siguiente férmula:

Nz

mediana

M=Li+

donde L; es el limite inferior real de la clase mediana, N es el nimero total de datos,
(Xf) es la suma de las frecuencias absolutas de todas las clases anteriores a la clase
mediana Yy frediana €S la frecuencia absoluta de la clase mediana.

7.11.1.2. Medidas de dispersion.

En ocasiones el conocimiento de los valores centrales de una muestra no es
suficiente, y es preciso conocer en qué medida los datos numéricos estan agrupados o
no alrededor de la media. Este hecho se conoce como dispersion. De esta forma, para
medir el grado de dispersion que existe en la distribucion se utilizan las medidas de
dispersion. En nuestro estudio hemos utilizado las siguientes medidas de dispersion:

Error estandar de la media: es la media aritmética de las diferencias, tomadas en
valor absoluto, entre los valores de cada observacion y su media aritmética.

Desviacion tipica: se conoce también como desviacion estandar o desviacion
cuadrética de la media. La desviacion tipica nos informa sobre la dispersion de
los datos respecto al valor de la media; cuanto mayor sea su valor, méas dispersos
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estaran los datos. Se calcula como la raiz cuadrada de la media aritmética de los
cuadrados de las desviaciones respecto a la media, segun la siguiente férmula:

viil. Varianza: se define como el cuadrado de la desviacién tipica. La varianza es una
variable estadistica que mide la dispersion de los valores respecto a un valor
central (media), es decir, la media de las diferencias cuadraticas de las
puntuaciones respecto a su media aritmética. Se calcula de la siguiente forma.

. SZ=Zfi(Xi-)_()2
N
IX. Rango: se define como la medida de dispersion que surge de la diferencia entre

el valor maximo y minimo del conjunto de datos, segun la siguiente formula:

* R = Xmax.-Xmin

X. Amplitud intercuartil: los cuartiles resultan de dividir la distribucién en cuatro
partes iguales. Asi, el primer cuartil (Q1) deja por debajo de él una cuarta parte
de las mediciones y tres cuartas partes por encima, mientras que el tercer cuartil
(Q3) deja por debajo de este valor las tres cuartas partes de las mediciones y una
cuarta parte por encima. Asi, la amplitud intercuartil se define como la distancia
que hay entre el tercer cuartil y el primer cuartil, segun la siguiente férmula:

Amplitud intercuartil = Q3 - Q1
7.11.1.3. Medidas de forma.

Ademas de las medidas de centralizacion y de dispersion conviene al estudiar
una distribucion conocer su forma mediante un indice lo méas simplificado posible. En el
presente estudio hemos utilizado como medida de forma el sesgo, también denominado
asimetria o curtosis. Se define como la mayor o menor simetria 0 asimetria 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:

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

7.11.1.4. Pruebas de normalidad.

La prueba de Kolmogorov-Smirnov de una muestra es una medida de bondad
de ajuste. Esto es, se interesa en el grado de acuerdo entre la distribucion de un conjunto
de valores de la muestra y alguna distribucion teorica especifica. Determina si
razonablemente puede pensarse que las mediciones muestrales provengan de una
poblacién que tenga esa distribucion tedrica. En la prueba se compara la distribucién de
frecuencia acumulativa de la distribucion tetrica con la distribucion de frecuencia
acumulativa observada. Se determina el punto en el que estas dos distribuciones
muestran la mayor divergencia.

En esta prueba se determina el grado de concordancia entre la distribucion de
frecuencia muestral y la distribucion de frecuencia teorica, bajo la hip6tesis nula de que
la distribucion de la muestra es fo(x,q) e interesa probar que no existe diferencia
significativa. En la prueba de Smirnov-Kolmogorov se esta interesado en la mayor
desviacion entre la funcion de distribucion tedrica y la empirica, es decir entre Fo(X) y
Sn(x), para todo el rango de valores de x. Bajo la hipotesis nula se espera que estas
desviaciones sean pequefias y estén dentro de los limites de errores aleatorios.

La prueba de Shapiro-Wilks es menos conocida que la anterior, es la que se
recomienda para contrastar el ajuste de nuestros datos a una distribucion normal, sobre
todo cuando la muestra es pequefia (n < 30). Mide el ajuste de la muestra a una recta, al
dibujarla en papel probabilistico normal.

En escala probabilistica normal se representa en el eje horizontal, para cada
valor observado en nuestros datos, la funcion de distribucion o probabilidad acumulada
observada, y en el eje vertical la prevista por el modelo de distribucion normal. Si el
ajuste es bueno, los puntos se deben distribuir aproximadamente segin una recta a 45°.

7.11.1.5. Representacion gréafica. Boxplot.

El gréfico de caja, conocido con el nombre de boxplot o box and whisker plot,
es una representacion basada en un rectangulo, la caja, en cuyos extremos se afiaden
unas lineas o bigotes. Esta gréafica informa sobre la tendencia central, forma y asimetria,
y sobre la existencia de valores atipicos.

Para construir un boxplot, se construye un rectangulo sobre uno de los ejes, cuya
longitud es igual a la amplitud intercuartil cuyos extremos se sitdan en los valores
correspondientes al primer cuartil, Q1, y el tercer cuartil, Q3.

En el interior de la caja esta situado el 50 % central de los valores de la variable,
y fuera el 50 % restante. Se marca en el interior de la caja, con una linea, el lugar del
valor de la mediana, y ésta divide la caja en dos partes, del 25 % de los valores.

A continuacion se representan los bigotes, a ambos lados de la caja, cuya
longitud a partir de los extremos de la caja debe ser igual a 1,5 veces la amplitud
intercuartil si hay valores de la variable superiores a este limite; si no es asi, el extremo
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de cada bigote coincide con los valores minimo y maximo, respectivamente, de la
variable representada.

Si la variable es, aproximadamente, simétrica, los bigotes tendran una longitud
similar; si la variable tiene una acumulacién de valores a uno de los lados, los bigotes
no tendran la misma longitud y uno serd mas largo que el otro.

7.11.2. Contraste de hipotesis.
7.11.2.1. Test de comparacion de dos medias independientes (t de Student).

Aceptada la hip6tesis de la normalidad, empleamos test paramétricos para la
comparacion de dos medias a partir de dos tipos de muestras diferentes:

Dadas dos muestras de tamafio n; y n,, con X; y X, de medias muestrales; al
tratarse de muestras independientes la variable X;- X, tendria por media la diferencia de
las medias y por varianza la suma de las varianzas. Por tanto, se cumpliria que:

2 g2
Xy =Xy = [ﬂl‘ﬂz; i"'é]

n N

En consecuencia, puede resumirse la regla del test de la siguiente forma:

X—X‘

(fz

Comparada con una t, en la distribucion T de Studen. Si la tex, €s menor o igual
que t,...se acepta la hipotesis nula (las medias son iguales); si tex, €5 mayor que t, se
acepta la hipotesis alternativa (las medias son distintas), y un error a

7.11.2.2. Recta de regresion lineal y coeficiente de correlacion.

Partiendo de “n” valores pares de valores cuantitativos (x1, Y1), (X2, ¥2), (Xn,Yn,)
pertenecientes a una muestra de n individuos, en los cuales (x;) corresponden a una
variable e (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 Xx:

D. Manuel Molina Oya
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en la que S es la varianza de los valores muestrales X, Xa,....Xn, ¥, Ssxy la covarianza,
que se obtiene segun el calculo siguiente:

con una pendiente igual a:
s

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

Sy

r =
S, X
Para medir el grado de relacién entre las variables se utiliza el coeficiente de
correlacion de Pearson, que corresponde a la siguiente expresion:

Sy

r =
5,8,

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

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

Obteniéndose una

(n-2)r?
* -\ 1-r

donde (n) no es el numero de parejas y (r) la correlacion muestral, que se contrastara
con una ta. (tedrica con (n-2) grados de libertad y las variables x e y son independientes
en un error alfa.

De manera que si:

teo)t,ir=0

exp >

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
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independiente y los valores observados en la realidad; esta diferencia se conoce con el
nombre de residual. Este error o residual equivale a:
&=Yi-Yi=VYi- (a+bxi)

Para hallar la recta de regresion primero se debe establecer un criterio de ajuste y
luego se determina los coeficientes a 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;; yi), 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 a y b que minimizan esta funcién se hallan aplicando un teorema
fundamental de calculo infinitesimal:

0 n
a2 Lyi- @) = 27 2y -a-bx](-1)= 0

0 n
2 i- @bl =37 2y - a-bx](-x) =0

Despejando a y b se obtiene:

PRIEPRIN-
2 (in)z SCs

Donde SPyy, equivale a la suma de productos cruzados: Z(x - >‘<)(yi - y) :

y SCy equivale a la suma de cuadrados: z (xi - >‘<)2

7.11.2.3. Test de Chi cuadrado. Prueba de Mantel-Haenszel.

Analizar la distribucion de una variable con relacion a otra u otras es una tarea
corriente en Salud Pudblica, vinculada, la mayoria de las veces, a la busqueda de un
patron que indique la relacion, (o la falta de ella) entre las variables estudiadas. Este es
un proceso clave en la identificacion de las posibles causas de los problemas de salud, y
también de factores que resulten estar asociados con las variables consideradas
dependientes en nuestro estudio. El estudio de la influencia de una variable (variable
independiente) sobre la forma en que se modifica otra (variable dependiente) es
conocido como analisis bivariado; y serd multivariado cuando el estudio evalGe de
forma simultanea el efecto sobre una variable dependiente de dos o més variables
independientes.

Las tablas de contingencia (tablas de doble entrada) son una herramienta
fundamental para este tipo de analisis. Estan compuestas por filas (horizontales), para la
informacion de una variable y columnas (verticales) para la informacion de otra
variable. Estas filas y columnas delimitan celdas donde se vuelcan las frecuencias de
cada combinacion de las variables analizadas. Ocasionalmente, por su estructura teorica,
el problema analizada permite hablar de una variable dependiente y de variables
independientes. Salvo en situaciones muy especiales, la simple inspeccion de la
informacién contenida en las tablas de contingencia no permite ser concluyente sobre

D. Manuel Molina Oya



Tesis doctoral

cual de la hipotesis es la que ha de elegirse como valida (ausencia o presencia de
asociacion). Las pruebas de significacion estadistica que acomparfian el analisis basan su
examen en comparar los resultados observados con los esperados (bajo el supuesto de
gue no hay asociacién). Cuanto mayor sea la diferencia entre la distribucion observada y
la esperada, menos razonable es suponer que la distribucion observada sea solo
producto del azar. El célculo de los valores esperados se realiza usando los valores
marginales de la tabla, asumiendo que la probabilidad para cada categoria es la misma
que la de todo el grupo y que no existe asociacion entre las variables estudiadas.

La relacion entre un factor de riesgo (supuesto o real) y un efecto es en
ocasiones “modificada” por la presencia de un tercer factor. Esta situacion, conocida
como efecto de confusion, podria definirse como la que producen aquellos factores que,
estando relacionados con el factor de riesgo en estudio, condicionan la aparicion del
efecto (siempre que no se trate de un factor que se halle en el trayecto causal que va del
factor de riesgo al dafio, en cuyo caso hablariamos de variable intermedia). El analisis
individual de cada estrato debe ser complementado con un analisis que estime el efecto
general considerando los valores de cada estrato. EI método de Mantel-Haenszel es uno
de los mas Utiles para este analisis. La existencia de diferencias entre los resultados de
un analisis no estratificado y uno estratificado indica que el factor por el que se
estratifica ejerce un efecto de confusion en la relacién que exhiben los factores
estudiados. Los resultados incluyen una tabla global (suma de los estratos), el odds ratio
e intervalo de confianza (calculado segun el método de Woolf) para cada estrato, el
odds ratio de la tabla global (odds ratio crudo) y el odds ratio combinado (método de
Mantel-Haenszel) y ponderado por el método del inverso de la varianza.

7.11.2.4. Regresion no lineal. Regresion logistica.

No siempre esta justificado el intentar sustituir una nube de puntos obtenida al
estudiar la relacion existente entre dos variables por una recta que represente el
fendmeno bioldgico que se analiza, ya que multitud de fendmenos no se ajustan a
ecuaciones lineales rectilineas y siguen, preferentemente, otro tipo de curvas de
ecuaciones mas 0 menos complejas.

El estudio de la regresion no lineal presenta dos partes diferenciadas: la primera,
la seleccion de la forma general de curva teorica que se pretende ajustar a los resultados
del experimento, y la segunda, la aplicacion, una vez seleccionada, del procedimiento de
los minimos cuadrados para determinar los coeficientes de la curva. La primera parte
consiste en elegir, de entre las ecuaciones generales de curvas habituales que estudia la
geometria analitica aquélla que, por su forma cualitativa, piense el investigador que
presenta una semejanza o tendencia mas parecida con la nube experimental de puntos
obtenida en el ensayo real. La observacion detenida de esta nube o diagrama de
dispersion permitira decidir la forma de qué tipo de curva sigue su tendencia o
desarrollo.

La regresion logistica viene definida por la existencia de una variable
dependiente con dos categorias y una 0 mas variables independientes que pueden ser
tanto categdricas como cuantitativas.

En ocasiones el modelo de regresion logistica precisa incluir como variable
dependiente méas de dos categorias (c); en este caso se definen c-1 logit o ecuaciones
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simultaneas, cada uno de ellos comparando una determinada categoria con la definida
como de referencia, que en el caso particular de la regresion logistica multinomial debe
ser la categoria de valor mas bajo.

Pr(¥=s5)

e Pr (¥ = O)Jz’ﬁ”’ e

Logiz(}’=s)=1n(

Es importante tener claro que el modelo méas simple de esta regresion, donde la
variable independiente es categdrica binaria, equivale a una tabla de contingencia (x°).
Sin embargo el modelo se va a ir complicando conforme afiadamos categorias a la
variable independiente o introduzcamos un predictor (variable independiente)
cuantitativo.

La regresion logistica ordinal supone asumir que las categorias de la variable
dependiente tienen un orden dado, lo que supone una informacién que desestimariamos
si la considerasemos solo como una variable cuantitativa (regresion lineal) o categdrica
no binaria (multinomial). Este tipo de regresion no supone definir logits respecto a una
categoria de referencia, sino que se trabaja con una categoria no representada y
codificada con el valor mayor. Para que la categoria de referencia sea la mas baja debe
recodificarse.

Se han desarrollado varios modelos de regresion ordinal que difieren entre si en
la manera en que definen los logits de respuesta, a saber:

Xi. Modelo de odds proporcionales o modelo de odds acumulativas.
Xii. Modelo de razones de continuidad.
Xiil. Modelo de categorias adyacentes.

De ellos, el mas usado es el modelo de odds proporcionales. En él, la Pr (Y <)
se denomina probabilidad acumulativa de la respuesta s; lo que permite definir la
odds acumulativa de la respuesta s:

Pr(¥ =3)
1-Pr (¥ =5)

: i Pri¥<s) |_
LOgIz(YSS)—In[mJ—QS +,5]

A la hora de interpretar los parametros de un modelo de odds proporcionales hay
que tener presente la particular definicion de probabilidad realizada, que contrapone
probabilidades inferiores o iguales a un valor de respuesta versus las superiores al
mismo. El valor e®, siendo P el coeficiente de estimacion obtenido, es la razon de odds
acumulativas entre una y otra categoria de la variable independiente. La significacién
global del modelo se obtiene mediante la prueba de razon de verosimilitud global,
mientras que la significacion individual de los pardmetros del modelo se obtiene
mediante la prueba de Wald o mediante la prueba de razon de verosimilitud parcial.
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8. RESULTADOS
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RESULTADOS

8.1. Analisis descriptivo.

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

8.1.1. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio.

En las Tablas siguientes se muestra la descripcion de los principales estadigrafos
para las variables cuantitativas incluidas en este proyecto. Las hemos agrupado en
funcién del sexo de los nifios, lo cual esta especialmente indicado para las variables
somatométricas. Mas adelante categorizaremos las variables por edad.

Tabla 8.1. Descripcidn estadistica de la cohorte de estudio para las variables peso, talla, pliegue tricipital
(PIT), pliegue bicipital (PIB), pliegue subescapular (PISe), pliegue suprailiaco (PISi) y perimetro braquial
en nifos.

Peso Talla PIT PIB PISe PISi PB

(Kg) (em)  (mm) (mm) (mm) (mm) (cm)
Media (DS) 29.8 123.9 12.4 7.13 9.05 8.72 19.08

(14.8) (23.8) (7.58) (0.72) (5.77) (7.84) 4)
Intervalo confianza 95%, 27.6- 120.4- 11.3- 5.7-8.56 8.2-9.8 7.59-9.86 18.5-19.6
media 319 1274 13.5
Error estandar media 1.09 1.7 0.55 0.72 0.42 0.57 0.29
Mediana 28 127 10 2 7 5 18
Varianza 220.1 570.6 57.5 97.2 33.3 61.5 16
Valor minimo 9 67 4 2 4 3 13
Valor méaximo 91 174 78 135 34 41 32
Asimetria 1.06 -0.17 4.14 11.9 2.2 1.78 0.07
Error estandar asimetria 1.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17
Curtosis 1.32 -0.83 30.1 155.6 5.3 2.46 2.0
Error estandar curtosis 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
Amplitud intercuartil (1QC) 20 39 7 4 5 6 6
Test de Kolmogorov— 0.10 0.07 0.16 0,33 0,25 0.26 0,13
Smirnov, (P) 0) (0,01) (0,001) (0] 0) (V)] (V)]
Percentiles 10 - 90 13-50 90-152 6.6-21 4-11 5-16.4 3-22.8 15-24

En relacion a la variable “Peso” deben destacarse las amplias desviaciones
estandar encontradas. La estimacion de asimétria con un error estandar mayor que el
valor medio de asimetria nos hace asumir una distribucion con valores extremos con
cola marcada hacia la derecha. El peso medio de la muestra fue de 29.8 kg para los
nifios y 27.6 para las nifias.
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En relacion a la “Talla” deben tenerse en cuenta las siguientes consideraciones:
en primer lugar la coincidencia de los valores medios de la distribucion de nifias con la
mediana de cada distribucion; por otro lado, en el grupo de nifios, la distribucidon tienen
una curtosis negativa, lo que es indicativo de distribuciones poco apuntadas o
platicurticas. La talla media global fue de 123.9 cm, con un valor maximo de 174 cm
para los nifios y minimo de 67 cm para los nifios.

Tabla 8.2. Descripcidn estadistica de la cohorte de estudio para las variables peso, talla, pliegue tricipital
(PIT), pliegue bicipital (PIB), pliegue subescapular (1Se), pliegue suprailiaco (PISi) y perimetro braquial

en nifias.

Peso Talla PIT PIB PlSe PISi PB

(Kg) (em) (mm) (mm) (mm) (mm) (cm)
Media (DS) 27.6 1195 13.2 7.03 9.93 9.57 18.7

(15.7)  (26) (5.77) (2.63) (6.47) (8.91) (3.55)
Intervalo confianza 95%, 25.1- 1153- 12.3- 6.61- 8.8-10.9 8.14-11 18.1-19.2
media 30.2 1237 14.1 7.46
Error estandar media 1.28 2.11 0.47 0.21 0.52 0.72 0.28
Mediana (DS) 23 120 12 7 7 6 18
Varianza 2486 676.2 33.3 6.93 419 79.4 12.6
Valor minimo 8 74 6 3 4 3 14
Valor maximo 81 168 36 18 38 72 28
Asimetria 1.04 -0.08 1.25 1.52 2.36 3.41 0.79
Error estandar asimetria 0.17 0.17 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19
Curtosis 0.74  -1.02 1.43 3.11 5.7 16.94 -0.18
Error estandar curtosis 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39
Amplitud intercuartil (1QC) 20 42 7 3 5 6 5
Test de Kolmogorov— 0,13 0,08 0,14 0,20 0,22 0.23 0,18
Smirnov, (P) Q) (0) (0) ) (0) () (0)
Percentiles 10 - 90 11-529 80-153 7-22.8 4-10.8 5-18.8 4-19.8 15-24

Tabla 8.3. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio para las variables indice de masa corporal
(IMC), Area muscular del brazo (AMB), Area grasa del brazo (AGB), Indice adiposo muscular (IAM),
Densidad corporal (DC), Grasa corporal total (GCT) en nifios.

IMC  AMB  AGB  IAM DC GCT
(Kg/m?) (ecm’)  (cm?) (Kg)
Media (DS) 182 67 1906 6.2 1.05 452

(3.56) (3.1 (8.7) (12.4) (0.009) (2.82)
Intervalo confianza 95%, 17.7-18.7 6.2-7.3 17.5-20.5 4.08-8.3 1.05-1.06 4.04-5

media

Error estandar media 0.26 0.2 0.75 1.07 0.0007 0.24
Mediana (DS) 17 7.1 16.6 2.28 1.06 3.6
Varianza 12.7 9.8 76.7 156 0 7.9
Valor minimo 12.9 0.25 5.8 0.6 1.03 1.09
Valor maximo 33.2 16 50.8 90.4 1.08 17.5
Asimetria 1.67 -0.08 1.16 45 -0.68 1.89
Error estandar asimetria 0.17 0.2 0.20 0.2 0.20 0.2
Curtosis 3.52 -0.43 1.36 23.1 1.09 47
Error estandar curtosis 0.35 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41
Amplitud intercuartil 4.3 4.2 10 3.6 0.01 2.8
(1QC)

Test de Kolmogorov— 0.14 0,09 0,14 0,32 0.08 0.15
Smirnov, (P) 0) 0) ) ) (0.02) 0)

Percentiles 10 - 90 14.7-19.8 2.5-10.7 10.2-31.4 1.1-121 1.04-1.06  2.06-8.6
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Las variables pliegue bicipital y tricipital muestran distribuciones marcadamente
leptocarticas mientras las variables pliegue subescapular y suprailiaca son mas
mesocurticas.

Para las variables Indice de masa corporal (IMC), Area muscular del brazo
(AMB), Area grasa del brazo (AGB), indice adiposo muscular (IAM), Densidad
corporal (DC), Grasa corporal total (GCT) en nifios, llama la atencion la constatacion de
que las distribuciones de IAM son marcadamente leptocdrticas tanto en nifios como en
nifias. La mediana para el indice de masa corporal tanto en nifios como en nifias oscila
entre 16-17 Kg/m?, con valores maximos superiores a 30 Kg/m?, en ambos grupos.

Tabla 8.4. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio para las variables indice de masa corporal
(IMC), Area muscular del brazo (AMB), Area grasa del brazo (AGB), Indice adiposo muscular (IAM),
Densidad corporal (DC), Grasa corporal total (GCT) en nifias.

IMC  AMB  AGB  IAM DC GCT
(Kg/m?)  (em?)  (cm?) (Kg)
Media (DS) 17.6 516 1807 1038 1.06 3.77

(3.46) (2.8) (7.27) (19.5) (0.009) (2.69)
Intervalo confianza 95%, 17.1-18.2 4.6-5.7 16.63- 6.99-14.7 1.05-1.06 3.2-4.3

media 19.5

Error estandar media 0.28 0.28 0.72 1.95 0.0009 0.26
Mediana (DS) 16.5 55 17.1 3.07 1.06 2.9
Varianza 12 7.9 52.88 383.3 0 7.26
Valor minimo 13.2 0.25 7.3 0.9 1.04 0.79
Valor maximo 30.8 11.3 41.4 90.4 1.08 15.6
Asimetria 1.49 -0.2 0.86 2.6 -0.29 1.73
Error estandar asimetria 0.19 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24
Curtosis 2.17 -0.94 0.76 6.5 -0.45 3.76
Error estandar curtosis 0.39 0.47 0.47 0.47 0.47 0..47
Amplitud intercuartil 3.8 4.17 10 7.24 0.01 2.96
(1QC)

Test de Kolmogorov— 0,1 0,105 0,10 0,33 0.089 0.14
Smirnov, (P) (0.01) (0.09) 0) 0) (0.04) 0)
Percentiles 10 - 90 14.1-18.2 0.66-8.39 9.59-29 1.17-27.5 1.04-1.07 1.28-7.68

La relacion IMC/Aox y GCT/Aox nos da una idea del nivel de antioxidantes
plasmaticos para una determinada masa corporal o una estimacion dada de grasa
corporal. Es llamativo que para un nivel dado de Aox la GCT es mayor en nifias que en
nifios, en tanto el IMC es mayor en nifios que en nifias para un nivel dado de Aox. En
todos los casos las distribuciones son platicurticas.

Las variables hematoldgicas recuento de hematies (RBC), hemoglobina (Hb),
hematocrito (Hto), recuento leucocitos, polimorfonucleares (PMN), linfocitos y
plaquetas siguen en su mayoria distribuciones asimétricas con colas apuntadas por la
derecha y distribuciones platicurticas, aunque para el recuento de plaquetas en nifas la
distribucion es marcadamente leptocurtica.
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Tabla 8.5. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio para las variables: cociente indice de masa
corporal/capacidad antioxidante total del plasma (IMC/Ao0x), grasa corporal total/capacidad antioxidante
total del plasma (GCT/A0x) en nifios y nifias.

Nifios Nifias
IMC/Ao0x GCT/Ao0x IMC/Ao0x GCT/Aox

Media (DS) 154.4 41.5 123.1 76.9

(110.3) 43) (216) (195.9)
Intervalo confianza 95%, 104-204 21.9-61.1 -7.6-254 -41.4-195.4
media
Error estandar media 24 9.38 60.06 54.3
Mediana (DS) 122.8 25.5 47 17.4
Varianza 12167 1849 46898 38407
Valor minimo 4.09 0.63 10.8 1.79
Valor maximo 395 158 821 725
Asimetria 0.84 1.66 3.2 35
Error estandar asimetria 24.07 0.5 0.61 0.61
Curtosis 0.05 2.11 10.9 12.6
Error estandar curtosis 0.97 0.97 1.19 1.19
Amplitud intercuartil 124 39.2 122 29
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0,16 0,27 0,34 0.42
Smirnov, (P) (0.15) (0.00) 0) 0)
Percentiles 10 - 90 13.9-355 2-122.9 10.9-559 2.1-466

Tabla 8.6. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio para las variables hematoldgicas: recuento de
hematies (RBC), hemoglobina (Hb), hematocrito (Hto), recuento leucocitos, polimorfonucleares (PMN),
linfocitos y plaquetas en nifios.

RBC Hb Hto  Leucocitos PMN Linfocitos Plaquetas

(10%) (gd) (%) (10¥mm®)  (/mm®) (/mm?) (/mm?)
Media (DS) 5.1 14.1 40.9 7.7 2.2 4.3 319

(0.36) (1.02) (2.86) (3.3) (0.87) 2.7) (91.3)
Intervalo confianza 95%, 4.9-5.2 13.6- 39.5- 6.1-9.2 1.8-2.7 3-5.6 276-362
media 145 42.2
Error estandar media 0.08 0.22 0.64 0.74 0.19 0.62 20.4
Mediana (DS) 5.1 14 41 7 2.4 3.3 305
Varianza 1320 1.04 8.2 109.9 765.6 7836 8350
Valor minimo 45 12 36 3.7 0.25 15 137
Valor maximo 5.7 16 46 15.9 35 1.1 548
Asimetria -0.023 0.11 0.23 1.1 -0.86 15 0.61
Error estandar asimetria 0.51 0.5 0.51 0.51 0.51 0.51 0.51
Curtosis -0.9 0.05 -0.45 0.97 0.40 19 1.2
Error estandar curtosis 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99
Amplitud intercuartil 0.65 2 3 4.3 1.2 2.96 121
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0,1 0,23 0,15 0,14 010 0.24 0.10
Smirnov, (P) (0.2) (0.00) (0.2) (0.2) 0.2) (0.00) (0.2)
Percentiles 10 - 90 45-56 13-15.9 37-459 3.8-14.2 0.6-3.1 1.6-10.2 223-463
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Tabla 8.7. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio para las variables hematoldgicas: recuento de
hematies (RBC), hemoglobina (Hb), hematocrito (Hto), recuento leucocitos, polimorfonucleares (PMN),
linfocitos y plaquetas en nifias.

RBC Hb Hto Leucocitos PMN Linfocitos Plaquetas
(10%  (gidl) (%)  (10¥mm®)  (/mm?) (/mm3) (/mm3)

Media (DS) 5.03 145 42.2 6.9 2.6 3.3 288
(0.28) (0.82) (2 1.7 (0.7) (1.5) (125)
Intervalo confianza 95%, 4.8-5.2  13.9- 40.9- 5.7-8 2.1-3.1 2.2-4.4 204-372
media 15.1 43.6
Error estandar media 0.08 0.24 0.64 0.53 0.22 0.48 37.6
Mediana (DS) 5 15 43 6.6 2.4 3.04 293
Varianza 8050 0.67 4 3184 540.9 2543 1560
Valor minimo 4.6 13 38 4 1.8 1.4 347
Valor maximo 55 16 45 10.8 4.1 7 519
Asimetria 0.15 -0.17 -0.91 0.69 0.94 1.3 -0.7
Error estandar asimetria 0.66 0.66 0.66 0.66 0.66 0.66 0.66
Curtosis -0.74 0.18 0.79 1.6 -0.02 2.1 3.1
Error estandar curtosis 1.27 1.27 1.27 1.27 1.27 11.27 1.27
Amplitud intercuartil 0.5 1 3 4.3 1 1.8 105
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0,13 0,25 0,18 0,18 0.17 0.14 0.26
Smirnov, (P) (0.2) (0.04) (0.2 (0.2) (0.2) (0.2) (0.03)
Percentiles 10 - 90 46-54 13.2- 38.4- 4.2-10.3 1.8-4 1.5-6.6 184-489
15.8 44.8

Tabla 8.8. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio para las variables hierro (sideremia), ferritina,
transferrina, capacidad fijacion de hierro, saturacién de transferrina, capacidad antioxidante total del
plasma en nifios.

Hierro Ferritina Trans-  Fijacion Fe Sat. Capacidad
(mcg/dl)  (ng/ml)  ferrina (mcg de transfe- antioxidante
(mg/dl) Fe/dl) rrina total del
(%) plasma
(1/1C50)
Media (DS) 100.2 36.7 305.1 387.5 28.5 0.39
(34.6) (20.1) (27.4) (34.9) (8.2) (0.94)
Intervalo confianza 95%, 83.5- 23.23- 291-318 370-404 22.6-30.5 -0.05-0.85
media 116.9 50.23
Error estandar media 7.9 6.1 6.2 8 1.8 0.21
Mediana (DS) 96 31 302 384 26 0.13
Varianza 1198 403.8 753 1224 68.2 0.89
Valor minimo 49 0 266 338 16 0.05
Valor maximo 184 70 358 455 48 4.15
Asimetria 0.73 0.09 0.6 0.61 0.84 3.9
Error estandar asimetria 0.52 0.66 0.52 0.5 0.5 0.52
Curtosis 0.34 -0.04 -0.57 -0.56 1 15.8
Error estandar curtosis 1.01 1.28 1.01 1 1 1.01
Amplitud intercuartil 55 28 43 55 15 0.1
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0,14 0,19 0,13 0,13 0,16 0.47
Smirnov, (P) (0.2) 0,2) (0.2) (0.2) (0.16) 0)
Percentiles 10 - 90 63-126  4.8-68.6  272-326 345-450 16-37 0.05-1.23
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Figura 8.1. Boxplot de las variables hematoldgicas de hierro, ferritina, transferrina,capacidad de
fijacién de hierro e indice de saturacion de transferrina en nifios.

Tabla 8.9. Descripcidn estadistica de la cohorte de estudio para las variables hierro (sideremia), ferritina,
transferrina, capacidad fijacion de hierro, saturacion de trasnferrina, capacidad antioxidante total del
plasma en nifas.

Hierro Ferritina Trans-  Fijacion Fe Sat. Capacidad
(mcg/dl)  (ng/ml)  ferrina (mcg de transfe- antioxidante
(mg/dl) Fe/dl) rrina total del
(%) plasma
(1/1C50)
Media (DS) 1175 37.37 287.4 388.9 30.6 0.57
(35.5) (16.61) (91.3) (57.2) (10.8) (0.52)
Intervalo confianza 95%, 92-142.9  18.58- 222-352 347-429 22.8-38.3 0.19-0.94
media 56.56
Error estandar media 11.2 9.6 28.8 18.1 34 0.16
Mediana (DS) 116.5 32 288 365 26.5 0.41
Varianza 1261 276 8338 3282 116 0.27
Valor minimo 73 24 52 306 18 0.03
Valor maximo 166 56 369 469 52 1.45
Asimetria 0.25 1.30 -2.13 0.24 1.03 0.56
Error estandar asimetria 11.2 1.22 0.68 0.68 0.68 0.68
Curtosis -1.5 - 5.6 -15 0.31 -1.31
Error estandar curtosis 1.3 - 1.33 1.33 1.33 1.33
Amplitud intercuartil 76 - 84 107 14 1
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0,17 0,30 0,31 0,24 0,23 0.21
Smirnov, (P) (0.2) NS (0.004) (0.09) (0.14) (0.2)

Percentiles 10 - 90 73.4-165  24-50 73.6-368 309-468 18.3-51.3 0.03-1.42
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Figura 8.2. Boxplot de las variables hematoldgicas de hierro, ferritina, transferrina,capacidad de
fijacion de hierro e indice de saturacion de transferrina en nifias.

Tabla 8.10. Descripcién estadistica de la cohorte de estudio para las variables nutricionales ingesta
semanal de lacteos-huevos, bolleria, carne-pescado, pasta y fruta-verdura en nifios.

Ingesta  Ingesta Ingesta Ingesta Ingesta
semanal semanal semanal semanal  semanal fruta-
lacteos-  bolleria carne- pasta verdura
huevos pescado
Media (DS) 14.66 15.62 11.83 4.9 10.05
(5.67) (6.81) (4.15) 4.3) (6.28)
Intervalo confianza 95%,  13,33- 14.03- 10.87-12.80 3.9-5.9 8.59-11.52
media 15.98 17.21
Error estandar media 0,66 0,80 0,48 0,50 0,73
Mediana (DS) 14 14 11 3 8
Varianza 32.23 46.40 17.20 18.50 39.39
Valor minimo 0 3 2 0 0
Valor maximo 26 30 22 17 28
Asimetria -0,03 0,2 0,62 1.29 0,81
Error estandar asimetria 0,28 0,28 0,29 0,28 0,28
Curtosis -0,84 -0,73 0,11 0,73 0,15
Error estandar curtosis 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55
Amplitud intercuartil 11 12 5 5 8
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0,14 0,10 0,15 0,21 0,18
Smirnov, (P) (0.001) (0.06) (0.000) (0,000) (0,000)
Percentiles 10 - 90 7-21 7-25.2 7-18.6 1-13 2-20
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Las variables nutricionales son en su mayoria platicurticas tanto en nifios como
en nifias, llama la atencion que en namero de ingestas semanales de pasta es inferior a la
ingesta semanal de frutas y verduras.
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de veces) veces) veces)

Figura 8.3. Boxplot de las variables nutricionales de ingesta de alimentos, se muestra la distribucion del
numero de veces que se ingiere el alimento a la semana en nifios.

Tabla 8.11. Descripcién estadistica de la cohorte de estudio para las variables nutricionales ingesta
semanal de lacteos-huevos, bolleria, carne-pescado, pasta y fruta-verdura en nifias.

Ingesta  Ingesta Ingesta Ingesta Ingesta
semanal semanal semanal semanal  semanal fruta-
lacteos-  bolleria carne- pasta verdura
huevos pescado
Media (DS) 14.22 13.90 13.16 4.25 11.55
(6.24) (6.63) (5.33) (3.62) (7.48)
Intervalo confianza 95%, 12.46- 12.04- 11.66-14.65 3.24-5.27 9.45-13.65
media 15.97 15.77
Error estandar media 0,87 0,93 0,74 0,51 1.05
Mediana (DS) 14 13 12 3 11
Varianza 38.98 43.93 28,37 13.07 55.94
Valor minimo 1 2 5 0 0
Valor maximo 28 29 31 15 34
Asimetria 0,29 0,62 1.13 1.38 0.89
Error estandar asimetria 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
Curtosis -0,59 -0,42 1.63 1.25 0,63
Error estandar curtosis 0,65 0,65 0,65 0,66 0,66
Amplitud intercuartil 9 9 6 5 11
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0,10 0,16 0,14 0,26 0,14
Smirnov, (P) (0,20) (0,002) (0,0112) (0,000) (0,011)

Percentiles 10 - 90 7-22.8 7-24.6 8-21.8 1-10.6 4-23
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Figura 8.4. Boxplot de las variables nutricionales de ingesta de alimentos, se muestra la distribucion del
namero de veces que se ingiere el alimento a la semana en nifias.
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Figura 8.5. Histograma con la distribucion de las edades de los nifios incluidos en la
cohorte de estudio.
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8.2. Inferencia estadistica.

La Inferencia Estadistica es aquella rama de la estadistica mediante la cual se
trata de sacar conclusiones de una poblacién en estudio, a partir de la informacién que
proporciona una muestra representativa de la misma. También es denominada
estadistica inductiva o inferencia inductiva ya que es un procedimiento para generar
nuevo conocimiento cientifico.

8.2.1. Andlisis de la prevalencia de portadores por localidad.

Tabla 8.12. Prevalencia de portadores de N. meningitidis por municipios.

Portador meningococo Poblacién
Negativo Positivo En estudio Total
Municipio  Aldeire 21 0 21 (22.58 %) 93
Alquife 61 4 65 (59.09 %) 110
Dolar 21 1 22 (37.93%) 58
Ferreira 4 0 4 (12.12%) 33
Hueneja 56 4 60 (40.81%) 147
Jérez 61 5 66 (56.41%) 117
La Calahorra 36 2 38 (45.23%) 84
Lanteira 44 4 48 (77.41%) 62
Total 304 20 324 (46.02%) 704

La prevalencia de portadores de N. meningitidis en la poblacion estudiada fue de
6.5%, siendo sustancialmente mayor en los sujetos de menos de 4 afios, con un repunte
de prevalencia por encima de los 8 afios. De ellos el 58.8% fueron nifios y el 41.2%
nifias; sin que existan diferencias estadisticas entre sexos en la distribucién por edad. El
70% de los portadores de N. meningitidis y el 73% de los controles no consumieron
antibidticos en los ultimos 2 meses, sin diferencias estadisticas entre portadores y
controles por estratos de edad.

La prevalencia de portadores de N. meningitidis por municipios se refleja en la
Tabla 8.12. Solicitan ser incluidos en el estudio el 46% de la poblaciéon de la Zona
Basica de Salud, en concreto integran el estudio 324 nifios de la Zona Basica del
Marquesado de los 704 nifios que supone el censo total infantil de la poblacion. Por
municipios la participacion oscila entre 12% correspondiente al municipio de Ferreira'y
el 77% correspondiente al municipio de Lanteira.

En total se aislaron 20 portadores de N.meningitidis de los cuales el mayor
namero de aislamientos se produjo en Jerez con 5 casos. En la tabla siguiente se
presentan los distintos serogrupos de N. meningitidis y observamos 15 aislamientos de
N. meningitidis no aglutinables, 5 N. meningitidis grupo B y ninguna N. meningitidis
del grupo C.



Tabla 8.13. Identificacién de serogrupos de N. meningitidis.
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Iniciales del Edad (afios Serogrupo N.
Id paciente Municipio cumplidos) meningitidis aislado

1 SBR JEREZ 10 No aglutinable
2 JRM ALQUIFE 9 No aglutinable
3 TSH JEREZ 9 No aglutinable
4 EGG JEREZ 8 B
5 RHR JEREZ 3 No aglutinable
6 ATC ALQUIFE 2 No aglutinable
7 MMF JEREZ 2 B
8 PS DOLAR 1 No aglutinable
9 MHG LANTEIRA 6 No aglutinable
10 JARE HUENEJA 6 No aglutinable
11 FSG ALQUIFE 4 B
12 JAD ALQUIFE 3 No aglutinable
13 YGR LANTEIRA 12 No aglutinable
14 CGP LANTEIRA 8 No aglutinable
15 OCH LA CALAHORRA 2 B
16 MCGJ HUENEJA 2 No aglutinable
17 ING LANTEIRA 13 No aglutinable
18 BHT LA CALAHORRA 11 B
19 AMP HUENEJA 11 No aglutinable
20 MLMS HUENEJA 1 No aglutinable
Total 20

8.2.2. Estudio de portadores y consumo de antibioticos en la cohorte de estudio.

Se analiz6 el nimero de pacientes que consumieron algun antibiético en los 2
meses previos a la inclusion en el estudio. Observamos que 83 pacientes (24.5%) habian
consumido algun antibiotico en este periodo, de ellos tan s6lo 6 fueron portadores de N.
meningitidis, lo que suponen el 30% del total de portadores. El test de x* para esta
asociacién fue x? =0.35; pNS.

No observamos asociacion en la muestra entre el consumo de antibioticos en los
2 meses previos al estudio y estado de portador de N. meningitidis (OR 1.35, IC 95%:

0,50 a 3,63).

ANTIBIOTICOS
B ananiioko:
W cenanioko:

Figura 8.6. Porcentaje de consumo de antibidticos entre sujetos portadores de N. meningitidis y

controles.
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8.2.3. Analisis de la distribucién de portadores por grupos de edad.

La distribucion por edades de los sujetos portadores de N. meningitidis,
representada en los histogramas de la siguiente figuras muestra clara diferencias entre
sujetos portadores y no portadores de N. meningitidis. Es especialmente llamativo que
durante el intervalo de edad de 4 a 7 afios la prevalencia de portadores disminuye a
pesar de que existe una poblacion suficiente en nuestra poblacion para ese intervalo de
edad. La distribucion de frecuencias de este histograma nos permite observar que los
sujetos portadores de N. meningitidis de nuestra muestra tienen 2 picos de maxima
frecuencia con una depresion de frecuencia entre los 4 y los 7 afios de edad. Esta
circunstancia servira de base argumental para categorizar la muestra para analisis
posteriores en tres etapas: 1 a 3 afios, 4 a 7 afios y de 7 afios en adelante.
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Figura 8.7. Histograma de la distribucién por edades de los sujetos portadores de N. meningitidis.
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Figura 8.8. Histograma de la distribucion por edades de los sujetos no portadores de N. meningitidis.

Una cohorte de 339 nifios fueron reclutados, la edad media de los nifios
seleccionados como controles fue de 7,1 (IC 95% 6,7 a 7,6) y de 6,2 (IC 95%: 4,3 a 8,1)
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en los casos. No se observaron diferencias significativas entre los grupos (t = 1,11;
PNS). La prevalencia de portadores de N. meningitidis en la poblacion estudiada fue de
6.5 % (IC 95% 3,64 a 8,96). Se observa que en la muestra menor de 3 afios, el 10.3% es
portador de N. meningitidis. En el estrato de 3 a 7 afios el 3.9% es portador de N.
meningitidis y en los nifios mayores de 7 afios el 5.3% es portador. Hemos calculado el
riesgo de ser portador de N. meningitidis por estrato de edad y observamos que en los
menores de 3 afios el riesgo de portador es del 11.5% (IC 95%: 4.7 a 22.2); en los nifios
entre 3y 7 afos es del 4.1% (IC 95%: 1.1 a 10.1) y en los mayores de 7 afios es del
56% (IC 95%: 2.6 a 10.4). En nuestra muestra no se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de edad en la prevalencia del estado de
portador de N. meningitidis.

Tabla 8.14. Portadores de N. meningitidis por estratos de edad.

Edad (afios) Total
<3afios 3-7afios >7afos

Portgdor Negativo Recuento 61 98 160 319
meningococo

% de Edad (afios) 89,7% 96,1% 94,7% 94,1%

Positivo Recuento 7 4 9 20

% de Edad (afios) 11,5% 4,1% 5,6% 6,5 %

Total 68 102 169 339

8.2.4. Analisis de la influencia del IMC sobre el estado de portador para cada grupo
de edad.

Atendiendo al valor del indice de masa corporal pudimos clasificar nuestra
poblacion de estudio en 3 categorias: peso normal, sobrepeso y obesos (164). La
distribucion de portadores de N. meningitidis entre estas categorias se muestra en la
Tabla 8.15.

Se estudia una muestra poblacional de 324 nifios con edades de 1 a 14 afios y
una edad media de 7.1 afios (DS: 3.8). El 55% de los participantes eran nifios y el 45%
nifias. Del total de la muestra, 32 ( 9.8%) eran obesos y 35 (10.9%) tenian sobrepeso
segun los criterios de Cole y cols (164) sin diferencias estadisticamente significativas
entre nifios y nifias, aunque observandose un aumento lineal del porcentaje de obesidad
con la edad. Analizando el estado de portador de N. meningitidis obtenemos 20
portadores de los que 12 son nifios y 8 nifias; el riesgo de ser portador ligado al sexo es
de 0.81 (IC 95%: 0.32-2.02).

Valoramos la influencia del indice de masa corporal (IMC) en los 3 estratos de
edad definidos anteriormente y en las categorias de IMC normal, con sobrepeso y
obesos, segun los puntos de corte definidos por TJ Cole y cols. (164). Tomamos como
categoria de referencia los sujetos sin sobrepeso y realizamos un analisis de tendencias
estratificado por edad, cuyos resultados se reproducen en la Tabla 8.15. Se observa una
tendencia estadisticamente significativa a aumentar el riesgo de portador de N.
meningitidis con el aumento del IMC (z=2.03; p=0.04), tras el ajuste por edad con la
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ponderacion de Mantel-Haenszel esta relacion aumenta (z=2.38; p=0.01). De la
valoracion del riesgo se puede deducir que el riesgo de ser portador de N. meningitidis
de los nifios obesos es tres veces mayor que en los nifios sin sobrepeso (IC 95%: 1.3-
9.9).

Tabla 8.15. Analisis del riesgo de portadores de N. meningitidis estratificado por edad e IMC en sus tres
categorias de normal, sobrepeso y obesos; se toma como categoria de referencia el IMC normal.

IMC

Edad Normal Sobrepeso Obeso TOTAL
< 3 afios

Portadores 6 0 1 7
No portadores 47 6 1 54

Test para tendencia z=0.75; p=0.45

3-7 afios

Portadores 0 0 4 4
No portadores 82 3 9 94

Test para tendencia z=5.03; p=0.0001

>7 afios

Portadores 6 3 0 9
No portadores 103 26 22 151

Test para tendencia z=0.52; p=0.60

Todas las edades

Portadores 12 3 5 20
No portadores 232 35 32 299
Riesgo crudo - 1.6 2.75
(0.5-5.4) (1.0-7.4)
Test para tendencia z=2.03; p=0.04
Riesgo ajustado - 13 3.6
Mantel-Haenszel (0.4-4.6) (1.3-9.9)

Test para tendencia corregido z=2.38; p=0.01

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

A priori el conjunto de variables incluidas en esta memoria de tesis doctoral
podrian considerarse tipicas variables bioldgicas con un tamafio muestral grande, por lo
que adoptamos test estadisticos paramétricos.

8.2.5.1. Andlisis de las variables somatométricas en sujetos portadores y no
portadores.

La siguiente Tabla compara las variables somatométricas incluidas en este
proyecto considerando como variable de agrupacion el estado o no de portador de N.
meningitidis. Se analizan en la siguiente tabla las comparaciones para las variables peso,
talla, indice de masa corporal, pliegues subescapular, bicipital, suprailiaco y tricipital,
area muscular del brazo (AMB), area grasa del brazo (AGB), indice adiposo muscular
(IAM), densidad corporal (DC), grasa corporal total (GCT), cociente IMC/ capacidad
antioxidante total del plasma y cociente GCT/ capacidad antioxidante total del plasma.
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En la tabla 8.16 no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre
portadores de N. meningitidis y controles en las distintas variables somatoméricas
estudiadas.

Tabla 8.16. Test de comparacion de medias de portadores de N. meningitidis y controles entre variables
somatométricas.

Diferencia de IC 95% de la diferencia t(p)

Medias (ES)
Peso -1.20 (5.78) -12.94 - 10.57 0.21 (pNS)
Talla -1.84 (/8.83) -19.80 - 16.11 0.21 (pNS)
Pliegue tricipital -1.11 (1.2) -5.08 - 2.85 0.57 (pNS)
Pliegue bicipital -0.54 (0.89) -2.34-1.27 0.60 (pNS)
Pliegue subescapular -0.17 (1.9) -4.02 — 3.68 0.09 (pNS)
Pliegue suprailiaco -3.42(4.4) -12.36 — 5.52 0.78 (pNS)
Perimetro braquial -0.61 (1.26) -3.17-1.95 0.48 (pNS)
indice de masa corporal (IMC) -0.94 (1.26) -3.5-1.62 0.75 (pNS)
Avrea grasa del brazo 119.88 (193.12) -272.58 —512.34 0.62 (pNS)
Area muscular del brazo -131.53 (224.37) -587.51 - 324.44 0.59 (pNS)
indice adiposo muscular 7.14 (5.99) -5.03-19.31 0.24 (pNS)
Densidad corporal total 0.01 (0.01) -0.01-0.01 1.01 (pNS)
Grasa corporal total (GCT) -0.62 (2.22) -5.13-3.88 0.28 (pNS)
Cociente IMC/Aox plasma -95.70 (52.02) -201.67 — 10.27 1.84 (pNS)
Cociente GCT/Aox plasma -68.78 (41.76) -147.86 — 22.29 1.50 (pNS)

8.2.5.2. Andlisis de la capacidad antioxidante total del plasma en sujetos portadores y
no portadores distribuidos por grupos de edad.

La capacidad antioxidante total del plasma en nifios de 1 a 3 afios fue de 0.13 (IC
95% 0.07 a 0.19) para los nifios portadores de N. meningitidis, y 1.10 (IC 95% -0.27 —
2.46) en los controles. En los nifios de 4 a 7 afos este valor fue de 0.13 (IC 95% 0.05 a
0.20) en los portadores de N. meningitidis y 0.64 (1C 95% -0.16 a 1.44) en los controles.
En el grupo de mayor edad el valor medio de la capacidad antioxidante total del plasma
fue de 0.27 (IC 95% 0.02 a 0.52) en los sujetos portadores de N. meningitidis y 0.52 (IC
95% 0.14 a 0.89) en los sujetos no portadores.

En la comparacion entre sujetos portadores y no portadores se observan
diferencias significativas en la capacidad antioxidante total del plasma entre los grupos
de 1 a 3 afios (z= 2.03, p = 0,04). En el grupo de 4 a 7 afos y en los mayores de 7 afos
no observamos diferencias significativas entre grupos (z=0.71, p=0.48) y (z=0.93, p
= 0.36) respectivamente.

De acuerdo a los articulos publicados por otros autores (163), la capacidad
antioxidante total del plasma humano normal (expresado como el reciproco de la 1C50)
resultd en 0,37 = 0,06. Hemos analizado la asociacion entre la capacidad antioxidante
total del plasma (por debajo de 0,37 — 2 DS) y el estado de portador de N. meningitidis.
En el estado de portador, la odds ratio para esta asociacion (capacidad antioxidante total
del plasma por debajo de 0,25) fue OR=8,44 (IC 95%: 1,5 - 48,9). La fraccion atribuible
poblacional es de 77,8% (IC 95%: 47,2 a 108,4).

D. Manuel Molina Oya
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Figura 8.9. Analisis comparativo del nivel de antioxidantes plasmaticos por grupos de edad entre sujetos
portadores y no portadores de N. meningitidis.

8.2.5.3. Anélisis de la capacidad antioxidante total del plasma en sujetos portadores y
no portadores distribuidos por género.

Se desea analizar la relacion entre el nivel bajo de antioxidantes en plasmay el
riesgo de portador asintomatico de N. meningitidis. Se define el nivel bajo de capacidad

antioxidante total del plasma como la media — DS.

Tabla 8.17. Distribucién de portadores de N. meningitidis por género y nivel de antioxidantes.

Sexo Nivel Antioxidante Portadores No Portadores Total
Femenino Normal-Alto 2 6 8
Bajo 4 1 5
Masculino Normal-Alto 0 3 3
Bajo 11 7 18
Total Normal-Alto 2 9 11
Bajo 15 8 23

De forma global se comprueba que los pacientes con niveles bajos de
antioxidantes tienen un RR=3.58 (15/23 : 2/11) de ser portadores de N. meningitidis. El
RR de ser portador en nifias es de 3.8 (4/5 : 2/8), mayor que el observado en nifios. En
algunos de estos pacientes no fue posible medir la capacidad antioxidante total del
plasma, se selecciono en todos los casos el control siguiente de la misma edad y sexo
como control.
8.2.5.4. Anélisis comparativo de las variables nutricionales entre sujetos portadores y
no portadores de N. meningitidis.
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Las variables nutricionales se registraron como nimero de ingesta de cada grupo
nutricional a la semana, por tanto al ser resultado de un recuento se considerd la
realizacion de test no paramétricos en este estudio de comparacion. Como se aprecia no
se evidenciaron diferencias significativas entre los nifios portadores y no portadores de
N. meningitidis para cada variable.

Tabla 8.18. Test de comparacién de medias de portadores de N. meningitidis y controles entre variables
nutricionales.

Rango promedio Suma de rangos z(p)
Caso/ Control Caso/ Control
Ingesta de bolleria/pan 13,57/14,54 203,5/174,5 0,32 (pNS)
Ingesta de carne/pescado 14.93/12.83 224/154 0.69 (pNS)
Ingesta de pasta 14.90/12.88 223.5/154.5 0.66 (pNS)
Ingesta de fruta/verdura 14.80/13 222/156 0.59 (pNS)
Ingesta de huevos/lacteos 13.97/14.04 209.5/168.5 0.02 (pNS)

8.2.5.5. Andlisis comparativo de las variables hematoldgicas entre sujetos portadores
y no portadores de N. meningitidis.

La Tabla siguiente muestra los resultados de la comparacién de las variables
hematoldgicas, perfil férrico y capacidad antioxidante total del plasma entre los nifios
portadores de meningococo y los controles. Considerados nifios y nifias de forma
conjunta observamos valores medios de capacidad antioxidante total del plasma
significativamente menores en sujetos portadores de N. meningitidis; al considerar los
sexos por separado, esta diferencia no se observa (t=1,57; pNS en nifios y t=1.72; pNS
en nifas), esta circunstancia obedece muy probablemente a razones de tamafio de
muestra, ya que la capacidad antioxidante total del plasma no difiere significativamente
entre sexos.

Tabla 8.19. Test de comparacion de medias de nifios portadores de N. meningitidis y controles entre
variables hematologicas.

Diferencia de Medias (ES) 1C 95% de la diferencia t(p)

N° de hematies / mcL -117500 (120157) -363249 - 128249 0.98 (pNS)
N° de leucocitos / mcL 519 (1041) -1611 - 2650 0.49 (pNS)
N° de plaquetas / mcL -33380 (37333) -109736 - 42976 0.89 (pNS)
N° de polimorfonucleares / mcL 434 (295) -169 - 1037 1.47 (pNS)
Linfocitos / mcL 269 (896) -1564 - 2103 0,30 (pNS)
Hierro (mcg/dL) 0.87(12.90) -25.5-27.3 0.07 (pNS)
Ferritina (ng/mL) -19.62 (35.03) -96.7 - 574 0.56 (pNS)
Transferrina (mg/dL) 12.15 (21.41) -31.7-56.0 0.56 (pNS)
C.Total de Fijacién de hierro -0.55 (16.24) -33.8-32.7 0.03(pNS)
(mcg de Fe / dL)

I. saturacion de transferrina (%) 0.34 (3.49) -6.8—-7.51 0.1 (pNS)
Hemoglobina ( g/dl) 0.15 (0.35) -05-0.8 0.41 (pNS)
Hematocrito (%) -0.23 (0.96) -22-1.7 0.24 (pNS)
C. antioxidante plasma (1/IC50) 0.59 (0.25) 0.04-1.12 2.26 (p=0.03)

D. Manuel Molina Oya
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8.2.6. Andlisis de correlacion entre capacidad antioxidante total del plasma y el resto
de variables.

Como puede apreciarse en la siguiente Tabla observamos coeficientes de
correlacion débilmente significativos entre la capacidad antioxidante plasmatica y su
cociente con el indice de masa muscular en no portadores, este hallazgo parece
clinicamente irrelevante y tiene una significacion dificil de definir.

Tabla 8.20. Anélisis de correlacién de Pearson entre capacidad antioxidante total del plasma y el resto de
variables estudiadas en sujetos portadores y no portadores de N. meningitidis.

Portadores No portadores
r(p) r(p)

Peso 0.47 (pNS) 0.04 (pNS)
Talla 0.38 (pNS) 0.05 (pNS)
Pliegue tricipital 0.38 (pNS) 0.13 (pNS)
Pliegue bicipital 0.29 (pNS) 0.16 (pNS)
Pliegue subescapular 0.06(pNS) 0.11 (pNS)
Pliegue suprailiaco 0.03(pNS) 0.14 (pNS)
Perimetro braquial 0.30 (pNS) 0.02 (pNS)
Area grasa del brazo 0.40 (pNS) 0.01(pNS)
Indice adiposo muscular 0.13 (pNS) 0.07 (pNS)
Area muscular del brazo 0.40 (pNS) 0.01 (pNS)
Indice de masa muscular 0.34 (pNS) 0.10 (pNS)
Densidad corporal 0.26 (pNS) 0.06 (pNS)
Grasa corporal total 0.41(pNS) 0.07 (pNS)
Rat. GCT / Aox 0.24 (pNS) 0.43 (pNS)
Rat. IMC / Aox 0.42(pNS) 0.53( p <0.03)
N° de hematies / mcL 0.06 (pNS) 0.43 (pNS)
Hemoglobina 0.03 (pNS) 0.20 (pNS)
Hematocrito 0.05 (pNS) 0.11 (pNS)
N° de leucocitos / mcL 0.02 (pNS) 0.41 (pNS)
N° de plaquetas / mcL 0.05 (pNS) 0.38 (pNS)
N° de polimorfonucleares / mcL 0.09 (pNS) 0.03 (pNS)
Linfocitos / mcL 0.05 (pNS) 0.47 (pNS)
Hierro (mcg/dL) 0.07 (pNS) 0.14 (pNS)
Ferritina (ng/mL) 0.01 (pNS) 0.26 (pNS)
Transferrina (mg/dL) 0.30 (pNS) 0.41 (pNS)
Capacidad Total de Fijacion de 0.40 (pNS) 0.42 (pNS)
hierro (mcg de Fe / dL)
Indice de saturacion de transferrina 0.07 (pNS) 0.10 (pNS)
Ingesta semanal lacteos-huevos 0.16 (pNS) 0.42 (pNS)
Ingesta semanal de bolleria 0.23 (pNS) 0.37 (pNS)
Ingesta semanal de pasta 0.35 (pNS) 0.46 (pNS)
Ingesta semanal de fruta- verdura 0.09 (pNS) 0.26 (pNS)
Ingesta semanal de pescado - carne 0.12 (pNS) 0.16 (pNS)

El estudio de correlacion no muestra coeficientes de correlacion significativos
entre la capacidad antioxidante total del plasma y las restantes variables evaluadas; tan
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solo en los pacientes no portadores observamos una correlacion débil con el cociente
entre indice de masa corporal y antioxidantes plasmaticos.

8.2.7.1. Analisis de regresion de la capacidad antioxidante total del plasma y las
variables somatométricas en sujetos portadores y no portadores de N. meningitidis.

Realizamos un analisis categorizado por grupos de edad, segun los grupos
definidos con anterioridad. Por exigencias del tamafio muestral analizamos en su
conjunto nifios y nifias. En el estrato de mayor edad encontramos asociacién positiva en
sujetos no portadores entre las variables somatométricas y capacidad antioxidante total
del plasma; esta asociacion se pierde cuando consideramos sujetos portadores.

Analizamos en primer lugar el estrato de edad de 1 a 3 afios, en él no
observamos rectas de regresién con significacion estadistica entre variables
somatométricas y capacidad antioxidante total del plasma, ello tanto en sujetos
portadores como no portadores de N. meningitidis. Por tanto, parece que otros factores
ademas de los considerados podrian estar implicados en la mayor prevalencia de
portadores de N. meningitidis en este periodo.

Por circunstancias relacionadas con el tamafio muestral, prescindimos del
estudio de regresion en el grupo etario de 3 a 7 afios para muchas de las variables
analizadas. En el estrato de mas de 7 afios, observamos rectas de regresion significativas
entre capacidad antioxidante total del plasma y algunas de las variables somatométricas
consideradas en sujetos no portadores de N. meningitidis. Sin embargo, esta asociacién
no existe en los sujetos portadores.

Tabla 8.21. Analisis de regresion lineal en sujetos no portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) y variables somatométricas en el estrato de edad de 1
a 3 afios cumplidos.

R? Cte. B EE (B) t p Nivel
Indice masa corporal 0.15 -8.37  0.59 0.62 0.94 0.38 NS
Area muscular del brazo  0.15 177  -0.005 0.006 0.94 0.38 NS
Area grasa del brazo 0.18 0.78  0.006 0.006 1.07 0.33 NS
Indice adiposo-muscular  0.000 1.08  0.001 0.02 0.02 0.98 NS
Densidad corporal total 0.027 4532 -41.7 112.8 0.37 0.72 NS
Grasa corporal total 0.06 147  -0.05 0.09 0.58 0.58 NS
Peso 0.14 -1.79 0.23 0.25 0.91 0.40 NS
Talla 0.12 -5.76  0.07 0.09 0.82 0.44 NS
Pliegue tricipital 0.33 3.68 -0.32 0.20 1.59 0.17 NS
Pliegue bicipital 0.09 -0.83 0.36 0.50 0.73 0.49 NS
Pliegue subescapular 0.03 0.02 0.6 0.36 0.44 0.67 NS
Pliegue suprailiaco 0.16 -0.20 0.24 0.24 0.99 0.36 NS

Analizando la Tabla se evidencia que no existen rectas de regresion con
significacion estadistica entre la capacidad antioxidante total del plasma y las distintas
variables somatométricas analizadas en el grupo de 1 a 3 afios tanto para los portadores
de N. meningitidis ( tabla 8.21) como para los controles ( tabla 8.22).

D. Manuel Molina Oya



Tesis doctoral

Tabla 8.22. Analisis de regresion lineal en sujetos portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante del plasma (variable dependiente) y variables somatométricas en el estrato de edad de 1 a 3
afios cumplidos.

R? Cte. B EE (B) t p Nivel
Indice masa corporal 0.18 042 -0.01 0.02 0.82 0.47 NS
Area muscular del brazo  0.27 0.08  0.000 0.000 1.06 0.36 NS
Area grasa del brazo 0.16 0.13  0.000 0.000 0.08 0.49 NS
Indice adiposo-muscular  0.11 0.13  -0.003 0.004 0.63 0.56 NS
Densidad corporal total 0.18 355 -3.24 3.97 0.81 0.47 NS
Grasa corporal total 0.21 0.15  -0.007 0.007 0.91 0.42 NS
Peso 0.23 0.24 -0.009 0.01 0.94 0.41 NS
Talla 0.22 0.47  -0.004 0.004 0.03 0.42 NS
Pliegue tricipital 0.18 0.03  0.009 0.01 0.83 0.46 NS
Pliegue bicipital 0.11 028 -0.03 0.04 0.61 0.58 NS
Pliegue subescapular 0.000 0.13  0.000 0.01 0.02 0.98 NS
Pliegue suprailiaco 0.27 0.03 0.01 0.01 1.06 0.36 NS

En la tabla 8.23 encontramos asociacion negativa entre el pliegue subescapular y
la capacidad antioxidante total del plasma en sujetos no portadores en el estrato de edad
de 4 a 7 afios. Existe asociacion entre la disminucion del pliegue subescapular y el
aumento de la capacidad antioxidante total del plasma en nifios no portadores en este
estrato de edad. Para el resto de variables analizadas no encontramos significacion
estadistica.

Tabla 8.23. Analisis de regresion de regresion lineal en sujetos no portadores de N. meningitidis entre
capacidad antioxidante total del plasma (variable dependiente) y variables somatométricas en el estrato de
edad de 4 a 7 afios cumplidos.

R’ Cte. B EE(B) t p Nivel
Indice masa corporal 0.84 526  -0.25 0.10 2.30 0.26 NS
Area muscular del brazo  0.35 121  -0.01 0.002 0.73 0.59 NS
Area grasa del brazo 0.32 0.91  0.002 0.002 0.70 0.61 NS
Indice adiposo-muscular  0.91 025 298 0.91 3.27 0.18 NS
Densidad corporal total 0.79 -40.24 39.18 19.98 1.96 0.30 NS
Grasa corporal total 0.19 -1.31  0.32 0.66 0.48 0.71 NS
Peso 0.01 1.09 -0.18 0.14 0.12 0.92 NS
Talla 0.43 -4.86 0.04 0.05 0.87 0.54 NS
Pliegue tricipital 0.46 232 -0.12 0.12 0.93 0.52 NS
Pliegue bicipital 0.14 1.24  -0.08 0.20 0.40 0.75 NS
Pliegue subescapular 1.00 279 -0.19 0.003 66.1 0.01 **
Pliegue suprailiaco 0.76 211  -0.13 0.07 1.79 0.32 NS

En la tabla 8.24 analizamos la regresion entre capacidad antioxidante total del
plasma y variables somatométricas en el estrato de edad de 4 a 7 afios en portadores de
N.meningitidis. Hay asociacién negativa entre el peso y la capacidad antioxidante total
del plasma. La disminucién del peso en estos nifios se asocia a un aumento de la
capacidad antioxidante total del plasma. Para el resto de variables analizadas no
encontramos ninguna significacion estadistica.
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Tabla 8.24. Analisis de regresion de regresion lineal en sujetos portadores de N. meningitidis capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) y variables somatométricas en el estrato de edad de 4
a 7 afios cumplidos.

R’ Cte. B EE(B) t p Nivel
Indice masa corporal 0.06 0.23  -0.005 0.01 0.44 0.68 NS
Area muscular del brazo  0.67 0.20  0.000 0.000 247 0.09 NS
Avrea grasa del brazo 0.28 0.11  0.000 0.000 1.08 0.35 NS
Indice adiposo-muscular  0.24 0.11 0.01 0.01 0.99 0.39 NS
Densidad corporal total 0.22 -2.01  2.05 2.18 0.94 0.41 NS
Grasa corporal total 0.39 0.17  -0.008 0.006 1.40 0.25 NS
Peso 0.93 049 -0.01 0.002 6.40 0.008 Fkk
Talla 0.35 052  -0.003 0.003 1.27 0.29 NS
Pliegue tricipital 0.56 029 -0.01 0.006 1.95 0.14 NS
Pliegue bicipital 0.10 0.20  -0.009 0.01 0.60 0.59 NS
Pliegue subescapular 0.18 0.19  -0.006 0.007 0.82 0.46 NS
Pliegue suprailiaco 0.06 0.16  -0.003 0.006 0.44 0.68 NS

Tabla 8.25. Analisis de regresion de regresion lineal en sujetos no portadores de N. meningitidis entre
capacidad antioxidante total del plasma (variable dependiente) y variables somatométricas en el estrato de
edad de mas de 7 afios cumplidos.

R? Cte. B EE(B) t p Nivel

Indice masa corporal 0.48 -0.5 0.05 0.02 2.17 0.08 NS
Area muscular del brazo  0.51 0.24  0.000 0.000 2.29 0.07 NS
Area grasa del brazo 0.41 0.39 -0.001 0.000 -1.89 0.11 NS
Indice adiposo-muscular  0.15 0.60  -0.006 0.007 0.94 0.38 NS
Densidad corporal total ~ 0.86 27.02 -25.24 4.52 5.58 0.003 okl
Grasa corporal total 0.000 0.51  0.002 0.06 0.03 0.97 NS
Peso 0.58 -0.08 0.016 0.006 2.67 0.04 *
Talla 0.81 -3.19  0.02 0.006 4.63 0.006 fal
Pliegue tricipital 0.68 -0.28 0.06 0.02 3.28 0.02 *
Pliegue bicipital 0.79 -0.34  0.12 0.02 4.38 0.007 **
Pliegue subescapular 0.59 0.10 0.03 0.01 2.72 0.04 *
Pliegue suprailiaco 0.56 0.2 0.02 0.01 2.54 0.05 NS

En la tabla 8.25 encontramos asociacion negativa entre densidad corporal total y
capacidad antioxidante total del plasma y asociacion positiva entre peso, talla, pliegue
tricipital, pliegue bicipital, pliegue subescapular y capacidad antioxidante total del
plasma. Observamos rectas de regresion significativas entre capacidad antioxidante
total del plasma y las variables somatométricas anteriormente citadas en sujetos no
portadores de N. meningitidis. Sin embargo, esta asociacién no existe en los sujetos
portadores (Tabla 8.26).
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Tabla 8.26. Andlisis de regresion de regresion lineal en sujetos portadores de N. meningitidis entre
capacidad antioxidante del plasma (variable dependiente) y variables somatométricas en el estrato de
edad de mas de 7 afios cumplidos.

R’ Cte. B EEMB) t p Nivel
Indice masa corporal 0.21 -0.77  0.05 0.04 1.16 0.29 NS
Area muscular del brazo  0.10 0.17  0.000 0.000 0.78 0.47 NS
Area grasa del brazo 0.08 0.39 -0.001 0.002 0.66 0.53 NS
Indice adiposo-muscular  0.09 0.39 -0.09 0.12 0.72 0.5 NS
Densidad corporal total 0.07 570 -5.18 8.28 0.62 0.55 NS
Grasa corporal total 0.009 0.33  -0.004 0.01 0.21 0.84 NS
Peso 0.29 -0.46 0.01 0.01 1.45 0.2 NS
Talla 0.31 -2.87 0.02 0.01 1.49 0.19 NS
Pliegue tricipital 0.13 0.009 0.01 0.02 0.87 0.42 NS
Pliegue bicipital 0.13 -0.003 0.04 0.05 0.88 0.41 NS
Pliegue subescapular 0.008 0.23  0.006 0.03 0.19 0.85 NS
Pliegue suprailiaco 0.01 0.33  -0.002 0.007 0.23 0.82 NS

8.2.7.2 Andlisis de regresion de la capacidad antioxidante total del plasma y las
variables hematoldgicas en sujetos portadores y no portadores de N. meningitidis.

Tabla 8.27. Analisis de regresion lineal en sujetos no portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) y variables hematoldgicas en el estrato de edad de 1 a
3 afios cumplidos.

R? Cte. B EE (B) t p Nivel

Recuento de hematies 0.45 -11.5 0.000 0.000 181 0.14 NS
Hemoglobina 030 -1763 134 103 1.30 0.26 NS
Hematocrito 0.20 -17.8  0.48 0.47 1.01 0.36 NS
Recuento de leucocitos 0.16 -0.58 0.000 0.000 0.89 0.42 NS
Recuento de neutrofilos 0.01 2.04 0.000 0.001 0.22 0.83 NS
Recuento de linfocitos 0.23 -0.40 0.000 0.000 111 0.32 NS
Recuento de plaquetas 028 -1.76 0.000 0.000 1.24 0.28 NS
Hierro sérico 0.72 9.75 -0.07 0.02 3.24 0.03 *

Trasferrina 0.46 9.75 -0.02 0.01 1.87 0.13 NS
Capacidad fijacion de hierro 047 975  -0.02 0.01 1.89 0.13 NS
Saturacion de trasnferrina 015 559 -014 0.17 0.84 0.44 NS

En las Tablas 8.27 y 8.28 se analizan la regresion lineal en sujetos no portadores
y portadores de N. meningitidis entre capacidad antioxidante total del plasma (variable
dependiente) y variables hematologicas en el estrato de edad de 1 a 3 afios cumplidos.
No encontramos significacion estadistica en ambas tablas a excepcion del hierro sérico
en la Tabla 8.27 y el recuento de plaquetas en la Tabla 8.28. Estos hallazgos parecen
clinicamente irrelevantes y tiene una significacion dificil de definir.



Tesis doctoral

Tabla 8.28. Analisis de regresion lineal en sujetos portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) y variables hematoldgicas en el estrato de edad de 1
a 3 afios cumplidos.

R? Cte. B EE (B) t p Nivel

Recuento de hematies 0.45 -0.21  0.000 0.000 1.29 0.32 NS
Hemoglobina 050 -0.22 0.02 0.01 141 0.29 NS
Hematocrito 0.20 -0.08 0.005 0.008 0.70 0.55 NS
Recuento de leucocitos 0.07 0.10 0.000 0.000 0.39 0.72 NS
Recuento de neutréfilos 0.18 0.09 0.000 0.000 0.66 0.57 NS
Recuento de linfocitos 0.01 0.12 0.000 0.000 0.18 0.87 NS
Recuento de plaquetas 095 -0.01 0.000 0.000 6.48 0.02 *

Hierro sérico 0.14 0.17 0.000 0.001 0.72 0.52 NS
Trasferrina 0.05 0.03 0.000 0.001 041 0.71 NS
Capacidad fijacion de hierro 005 0.03  0.000 0.001 040 0.71 NS
Saturacion de trasnferrina 0.16 017 -0.002 0.002 0.77 0.49 NS

Tabla 8.29. Analisis deregresién lineal en sujetos portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) y variables hematoldgicas en el estrato de edad de 4
a 7 afios cumplidos.

R? Cte. B EE (B) t p Nivel

Recuento de hematies 0.001 0.23 0.000 0.000 0.05 0.96 NS
Hemoglobina - - - - - - -

Hematocrito 0.04 0.72 -0.01 0.03 0.37 0.73 NS
Recuento de leucocitos 0.95 -0.22  0.000 0.000 8.53 0.004 *x
Recuento de neutrofilos 0.42 0.05 0.000 0.000 147 0.23 NS
Recuento de linfocitos 0.75 -0.03 0.000 0.000 3.00 0.05 NS
Recuento de plaquetas 0.09 025 -0.000 0.000 0.56 0.61 NS
Hierro sérico 0.08 0.21 -0.001 0.002 0.52 0.63 NS
Trasferrina 0.39 1.07 -0.003 0.002 1.39 0.25 NS
Capacidad fijacion de hierro 040  1.09  -0.003 0.002 144 0.24 NS
Saturacion de trasnferrina 0.02 0.17 -0.001 0.006 0.24 0.82 NS

Tabla 8.30. Analisis deregresion lineal en sujetos no portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) y variables hematol6gicas en el estrato de edad de
mas de 7 afios cumplidos.

R’ Cte. B EE (B) t p Nivel
Recuento de hematies 0.17 -2.18 0.000 0.000 1.02 0.35 NS
Hemoglobina 0.10 -160 014 0.19 0.75 0.48 NS
Hematocrito 0.21 -2.78  0.07 0.06 1.17 0.29 NS
Recuento de leucocitos 0.01 0.75 0.000 0.000 0.24 0.81 NS
Recuento de neutrofilos 0.04 0.17 0.000 0.000 049 0.64 NS
Recuento de linfocitos 0.18 1.25 0.000 0.000 1.07 0.33 NS
Recuento de plaquetas 0.07 -0.28 0.000 0.000 0.63 0.55 NS
Hierro sérico 0.001 0.56 0.000 0.006 0.07 0.94 NS
Trasferrina 0.01 1.27 -0.002 0.01 0.22 0.83 NS
Capacidad fijacion de hierro  0.01 127  -0.002 0.008 0.23 0.82 NS
Saturacion de trasnferrina 018 -0.09 002 0.02 0.94 0.39 NS
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En las Tablas 8.29, 8.30 y 8.31 se analizan las regresiones lineales en sujetos
portadores y no portadores de N. meningitidis entre capacidad antioxidante total del
plasma y variables hematoldgicas en el estrato de edad de 4 a 7 y mas de 7 afios.

No existe asociacion significativa entre las variables de laboratorio analizadas y
la capacidad antioxidante total del plasma a excepcion del recuento de leucocitos en la
Tabla 8.29 de dificil interpretacion y también sin significado clinico relevante.

Tabla 8.31. Andlisis de regresion lineal en sujetos portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) y variables hematoldgicas en el estrato de edad de
mas de 7 afios cumplidos.

R’ Cte. B EE (B) t p Nivel
Recuento de hematies 0.23 5.25 0.000 0.000 1.23 0.27 NS
Hemoglobina 0.09 216  -0.12 0.17 0.72 0.49 NS
Hematocrito 0.06 275 -0.05 0.10 0.56 0.59 NS
Recuento de leucocitos 0.10 -0.19 0.000 0.000 0.75 0.48 NS
Recuento de neutrofilos 0.003 0.36 -0.000 0.000 0.12 0.91 NS
Recuento de linfocitos 0.04 0.03 0.000 0.000 0.48 0.64 NS
Recuento de plaquetas 0.04 015 0.000 0.000 0.45 0.66 NS
Hierro sérico 0.01 0.46 -0.001 0.006 0.17 0.87 NS
Trasferrina 0.05 0.59 -0.001 0.002 0.41 0.70 NS
Capacidad fijacion de hierro  0.29 1.87 -0.004 0.004 1.11 0.34 NS
Saturacion de trasnferrina 0.008 0.27 0.003 0.001 0.15 0.88 NS

8.2.7.3 Analisis de regresion de la capacidad antioxidante total del plasma y las
variables nutricionales en sujetos portadores y no portadores de N. meningitidis.

Finalmente hemos analizado la regresion lineal en sujetos portadores y no
portadores de N. meningitidis entre capacidad antioxidante total del plasma e ingesta
nutricional en los distintos estratos de edad. No existe asociacion significativa entre las
distintas variables nutricionales analizadas y la capacidad antioxidante total del plasma
tanto en nifios no portadores como en portadores de N.meningitidis a excepcién de la
variable ingesta semanal de fruta y verdura en nifios no portadores mayores de 7 afios de
edad.

Tabla 8.32. Analisis de regresion lineal en sujetos no portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) e ingesta nutricional en el estrato de edad de 1-3
afios cumplidos.

R’ Cte. B EE (B) t p Nivel
Ingesta de pescado o carne 0.16 -3.77 0.65 1.05 0.62 0.59 NS
Ingesta de bolleria 010 295 -0.12 0.26 0.48 0.67 NS
Ingesta de frura-verdura 006 085 006 0.17 0.35 0.75 NS
Ingesta de pasta 0.68 3.09 -0.19 0.09 2.07 0.17 NS

Ingesta de lacteos y huevos 020 333 -0.11 0.16 0.70 0.55 NS
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Tabla 8.33. Analisis de regresion lineal en sujetos portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) e ingesta nutricional en el estrato de edad de 1-3
afios cumplidos.

R’ Cte. B EE (B) t p Nivel
Ingesta de pescado o carne 048 027 -0.01 0.009 1.66 0.19 NS
Ingesta de bolleria 0.003 0.13 0.000 0.005 0.09 0.93 NS
Ingesta de frura-verdura 061 022 -0.009 0.004 219 011 NS
Ingesta de pasta 033 016 -0.004 0.003 1.24 0.30 NS
Ingesta de Iacteos y huevos 066 039 -0.01 0.006 2.43 0.09 NS

Tabla 8.34. Analisis de regresion lineal en sujetos no portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) e ingesta nutricional en el estrato de edad de 4-7
afios cumplidos.

R? Cte. B EE (B) t p Nivel
Ingesta de pescado o carne 091 538 -0.23 0.07 3.27 0.18 NS
Ingesta e bolleria 038 -155 012 0.15 0.79 0.57 NS
Ingesta de frura-verdura 0.003 0.57 0.007 0.12 0.05 0.96 NS
Ingesta de pasta 003 077 -0.05 0.27 0.18 0.88 NS
Ingesta de lacteos y huevos 003 046 0.01 0.19 0.05 0.96 NS

En la siguiente tabla se evidencia asociacion positiva entre la ingesta semanal de
fruta y verdura y la capacidad antioxidante total del plasma. Si se aumenta la ingesta de
fruta y verdura que son fuente nutricional de antioxidantes aumenta significativamente
la capacidad antioxidante total del plasma. Este dato s6lo se objetiva en sujetos no
portadores mayores de 7 afios.

Tabla 8.35. Anélisis de regresion lineal en sujetos no portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) e ingesta nutricional en el estrato de edad de mas de
7 afios cumplidos.

R’ Cte. B EE (B) t p Nivel
Ingesta de pescado o carne 0.007 058 -0.010 0.08 0.14 0.89 NS
Ingesta e bolleria 0.09 1.02 -0.03 0.05 0.55 0.61 NS
Ingesta de frura-verdura 094 -08 013 0.01 7.03 0.006 **
Ingesta de pasta 0.38 0.81 -0.07 0.05 135 0.26 NS
Ingesta de lacteos y huevos 0.34 1.33 -0.04 0.03 1.26 0.29 NS
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Tabla 8.36. Analisis de regresion lineal en sujetos portadores de N. meningitidis entre capacidad
antioxidante total del plasma (variable dependiente) e ingesta nutricional en el estrato de edad de mas de 7
afios cumplidos.

R’ Cte. B EE (B) t p Nivel
Ingesta de pescado o carne 0.10 0.17  -0.005 0.007 0.69 0.52 NS
Ingesta e bolleria 0.02 0.07 0.002 0.008 0.30 0.77 NS
Ingesta de frura-verdura 0.15 0.18 -0.005 0.006 0.85 0.44 NS
Ingesta de pasta 017 016 -0.01 o0.01 091 041 NS
Ingesta de lacteos y huevos 0.07 0.08 0.002 0.004 0.57 0.59 NS

8.2.8. Analisis de regresion logistica.

Se ha efectuado un analisis de regresion logistica tomando la variable “portador
de N. meningitidis” como variable dependiente, se¢ han valorado una a una todas las
variables somatométricas, bioquimicas y nutricionales, tan sélo la variable capacidad
antioxidante total del plasma permite adelantar un ligero efecto protector del nivel de
antioxidantes del plasma sobre el estado de portador de N. meningitidis con OR (razén
de odds) de 0.11 (1C95%: 0.01-0.95).

Tabla 8.37. Andlisis de regresion logistica para la capacidad antioxidante total del plasma y estado de
portador de N. meningitidis.

Cte. B EE Wald p OR
(B) (1C 95%)

Modelo 1
Capacidad antioxidante  0.80 -2.18 1.09 40 0.04 0.11 (0.01-0.95)
del plasma

Antioxidantes

plasma ‘

IC 95%: 0.01-0.95)
0 1 2

Figura 8.10. Esquema de la regresion logistica para la variable dependiente estado de portador y
actividad antioxidante del plasma.
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Con posterioridad se realizd una regresion logistica ajustada por las diferentes
variables nutricionales, se pudo comprobar que en ninguno de los modelos propuestos
las variables nutricionales se comportaron como variables de ajuste y/o variables de

interaccion.

Tabla 8.38. Modelos de ajuste para el analisis de regresién logistica de la capacidad antioxidante total

del plasma y variables nutricionales.

Modelo 2 de ajuste Cte. B EE (B) Wald p OR

(1C 95%)
Capacidad antioxidante del 3.64 -5.56 3.38 2.70 0.10 0.04 (0-2.92)
plasma
Ingesta semanal huevos- 3.64 -0.12 0.10 158 0.21 0.88(0.72-1.07)
leche
Modelo 3 de ajuste Cte. B EE (B) Wald p OR (I1C 95%)
Capacidad antioxidante del -  -4.94 2.73 3.29 0.07 0.007 (0-1.49)
plasma 0.44
Ingesta semanal fruta- - 018 0.13 1.88 0.17 1.20(0.92-1.55)
verdura 0.44
Modelo 4 de ajuste Cte. B EE (B) Wald p OR (I1C 95%)
Capacidad antioxidante del 1.33 -5.15 3.73 191 0.16 0.06(0-8.65)
plasma
Ingesta semanal de 1.33 -0.002 0.08 0 0.98 0.99(0.85-1.17)
bolleria
Modelo 5 de ajuste Cte. B EE (B) Wald p OR (I1C 95%)
Capacidad antioxidante del 2.03 -6.08 4.20 210 0.15 0.002(0-8.50)
plasma
Ingesta semanal de pasta  2.03 -0.08 0.09 0.75 0.39 0.92(0.77-1.10)
Modelo 6 de ajuste Cte. B EE (B) Wald p OR (IC 95 %)
Capacidad antioxidante del 1.58 -5.01 3.73 1.86 0.17 0.006(0-9.20)
plasma
Ingesta semanal de 1.58 -0.02 0.10 0.56 081 0.97(0.80-1.19)

pescado - carne

Tabla 8.39. Modelos de ajuste para el analisis de regresién logistica de la capacidad antioxidante total

del plasma y variables somatométricas.

Modelo 2 de ajuste Cte. B EE Wald p OR

(B) (1C 95%)
Capacidad antioxidante  0.39 -248 126 3.85 0.05 0.08 (0.007-0.99)
del plasma
Pliegue subescapular 039 005 007 051 0471 1.05(0.91-1.21)
Modelo 3 de ajuste Cte. B EE Wald p OR

(B) (IC 95%)
Capacidad antioxidante  -0.04 -343 177 3.72 0.05 0.03 (0.001-1.05)
del plasma
Peso -0.04 004 003 188 0.17 1.20 (0.98-1.11)
Modelo 4 de ajuste Cte. B EE Wald p OR

(B) (IC 95%)
Capacidad antioxidante  -1.41 -2.73 132 4.27 0.03 0.06(0.005-0.86)
del plasma
Talla -141 002 001 137 0.24 1.02(0.98-1.05)
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Tabla 8.39 (Cont.). Modelos de ajuste para el analisis de regresion logistica de la capacidad antioxidante
total del plasma y variables somatométricas.

Modelo 5 de ajuste Cte. B EE Wald p OR

(B) (1C 95%)
Capacidad antioxidante  -0.61 -3.11 153 4.14 0.04 0.04(0.002-0.89)
del plasma
Pliegue bicipital -061 025 019 181 0.17 1.29(0.89-1.87)
Modelo 6 de ajuste Cte. B EE Wald p OR

(B) (IC 95 %)
Capacidad antioxidante  -0.52 -3.15 156 4.07 0.04 0.04(0.002-0.91)
del plasma
Pliegue tricipital -0.52 -013 0.09 192 116 1.14(0.94-1.37)
Modelo 7 de ajuste Cte. B EE Wald p OR

(B) (IC 95 %)
Capacidad antioxidante  0.34 -2.89 3.69 4.07 0.05 0.05(0.003-1.05)
del plasma
Pliegue suprailiaco 034 -0.05 1.36 192 0.24 1.27(0.25-1.20)
Modelo 8 de ajuste Cte. B EE Wald p OR

(B) (1C 95 %)
Capacidad antioxidante 576 -3.13 151 429 0.03 0.04(0.002-0.91)
del plasma

Densidad corporal total 576  -53.8 3404 250 0.11 0.00(0.00-396043)

En las anteriores Tablas se considera el ajuste por algunas de las variables que se
asociaron en el analisis de regresion lineal con la variable capacidad antioxidante total
del plasma. Ninguno de los modelos de ajuste disminuyeron de forma relevante el error
estandar ni el intervalo de confianza 95%, por lo que podemos concluir que no ajustan
de forma satisfactoria la regresion inicial propuesta en la Tabla 8.37.
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9. DISCUSION
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DISCUSION

9.1. Analisis de la prevalencia de portador asitomatico de N. meningitidis en una
comarca rural de la provincia de Granada.

Hemos estudiado la prevalencia del estado de portador de N. meningitidis en una
poblacion infantil de 1 a 14 afios y hemos obtenido tasas de prevalencia similares a las
comunicadas por otros autores en situacion de endemia (165). Como ya han
comunicado otros autores (166), la prevalencia del estado de portador depende de un
lado de la duracion del estado de portador en cada individuo, condicionado por las
caracteristicas particulares de las cepas circulantes en la colectividad y el estado
inmunolégico del huésped; y de otro de la tasa de adquisicion de la bacteria,
dependiente a su vez de las caracteristicas de los contactos, naturaleza del contacto y
caracteristicas de las cepas. En situaciones de endemia la duracion normal del estado de
portador asintomatico de N. meningitidis puede oscilar entre varias semanas a varios
meses, por lo general menos de 1 afio. Logicamente el incremento de la duracién del
estado de portador nasofaringeo del microorganismo incrementa las posibilidades de:

a) Se transmita el microorganismo a otros sujetos susceptibles (166).

b) Se establezacan intercambios de material genético con otros microorganismos
comensales de la nasofaringe (135).

c) Pueda ocurrir diseminacion hematégena del microorganismo ante eventuales
disminuciones del estado inmunolégico del huésped.

De cualquiera de las formas, lo que subyace en un estado de portador
prolongado es una respuesta inmunitaria defectuosa que permite el mantenimiento
nasofaringeo de la bacteria mas tiempo del deseado, por no haberse desarrollado los
mecanismos inmunolégicos neutralizantes adecuados (131). N. meningitidis al igual que
otras bacterias gram negativas catalasa positivas tiene la facultad de sobrevivir en el
medio intracelular, ello en virtud de su facultad de segregar catalasa que neutraliza la
actividad de peroxido de hidrogeno de las células fagociticas. Por ello, ademas de los
anticuerpos circulantes con actividad bactericida, la inmunidad celular tiene un papel
importante en la erradicacion de N. meningitidis de la nasofaringe.

Desde que a finales de la década de los sesenta se demostro la existencia de una
relacion inversamente proporcional entre la presencia de anticuerpos bactericidas y la
incidencia de enfermedad meningocdcica, se acepta que la inmunidad humoral
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constituye la principal barrera defensiva frente a la enfermedad meningococica. La
mayor prevalencia de portadores de N. meningitidis en los primeros afos de vida se
justifica por la baja presencia de anticuerpos bactericidas, consecuencia de la ausencia
de contactos previos con la bacteria e inmadurez inmunoldgica de los lactantes de
menor edad (167). Sin embargo, el aumento de prevalencia de N. meningitidis en torno
a la segunda década de vida no puede ser explicado de forma razonable con las premisas
anteriores; de hecho se ha justificado por la progresiva escolarizacion de los sujetos y el
incremento de la transmisibilidad del microorganismo en estos entornos cerrados.
Nuestros datos al igual que los de otros autores (133;168), muestran un aumento de la
prevalencia de portadores de N. meningitidis al final de la primera década de vida
(Figura 8.7). Durante este periodo (7 a 14 afios) al igual que en el periodo previo (3 a7
afios) de menor prevalencia, los nifios estan escolarizados y el entorno de juego, al ser
poblaciones pequefias con una Unica escuela, es comun en todos ellos. En nuestros
resultados observamos un 10.3% de portadores en sujetos menores de 3 afios, con una
disminucion de la prevalencia durante la infancia para experimentar un repunte al final
de la adolescencia, dado que nuestra muestra incluye Unicamente nifios hasta la edad de
14 afios no observamos el incremento de prevalencia que otros autores (133;168) han
comunicado a partir de esta edad. Por tanto, otros condicionantes deben estar
necesariamente implicados en el repunte de prevalencia al final de la primera década de
vida.

La importancia del habitat intracelular de N. meningitidis en la persistencia del
estado de portador asintomatico de N. meningitidis y su posterior desarrollo de
patogenicidad ha sido reconocida por diversos autores (134), se sabe que de esta forma
la bacteria puede eludir los mecanismos humorales de defensa del huésped (IgA,
complemento) y el aclaramiento mucociliar. En esta situacién los linfocitos T se
convierten en una linea de defensa del huésped decisiva frente al estado de portador
asintomatico de N. meningitidis. Estudios como el publicado por Cemerski S. y cols.
(169), han observado que estas lineas celulares ven disminuida su actividad en
situaciones de estrés oxidativo aumentado.

Nuestros datos muestran que el 6.5% de los nifios estudiados son portadores
asintomaticos de N. meningitidis, estos datos coinciden con los comunicados por otros
autores para la poblacion general en situaciones de baja endemia. Roberts J. y cols
(170), estudiaron los distintos métodos de toma de muestra para aislar la N.
meningitidis; para estos autores los frotis nasofaringeos tomados a través de la nariz
eran menos propensos a ser positivos que los frotis faringeos tomados por la boca. En
nuestro estudio, como se describe en el apartado de Material y Método, las muestras se
tomaron de orofaringe tras contacto secuencial con pilares amigdalinos y faringe
posterior. Un estudio realizado por Hoeffler D.F. (171), demostrd que si los frotis se
tomaban de la pared posterior de la faringe aislaban N. meningitidis con méas frecuencia
que si el frotis era tomado de las amigdalas (32.2% vs 19.4%). De igual forma, el
rendimiento en el medio de transporte después de una demora en la siembra de més de
5 horas disminuye de forma sustancial los resultados positivos. La evidencia sugiere que
el aislamiento de la N.meningitidis aumenta si la toma se toma de la pared posterior de
la faringe a traves de la boca y los frotis se siembran directamente en cultivo 0 utilizar
un medio de transporte durante un periodo de tiempo < 5 horas. En nuestro estudio, para
mejorar la rentabilidad del aislamiento de N. meningitidis y evitar falsos negativos,
tomamos la muestra directamente de la pared posterior de la faringe a través de la boca,
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la colocamos en medio de transporte Stuart a 37 ° C hasta su siembra en agar Mueller —
Hinton antes de las 5 horas de la recogida.

J. McLennan y cols. (147), estudiaron la influencia de determinados
comportamientos sociales en la prevalencia de portador de N. meningitidis entre
adolescentes britanicos. EIl estudio que recogid cerca de 14000 frotis tomados de la
faringe de los adolescentes britanicos, encontrdé 2319 portadores (16.7%). Esta
prevalencia es mayor a la observada en nuestro estudio al centrarse su muestra
exclusivamente en adolescentes de 15 a 19 afios de edad. Entre los factores de riesgo
para el estado de portador, se describe la asistencia a bares, los besos intimos y el
tabaquismo. Cuando ninguno de estos factores esta presente el aislamiento de N.
meningitidis fue de 7,8%, valores proximos a los observados en nuestra muestra, frente
a un 32.8% en los sujetos en que concurrian dichos factores de riesgo. Al igual que el
tabaquismo activo, el tabaquismo pasivo también se relacion6 con un riesgo mas alto
para ser portador. Para J. McLennan y cols (147), el uso de antibidticos se asocio
negativamente con el riesgo de ser portador, seria por lo tanto un factor protector. En
nuestro estudio, el consumo de antibidticos en las 2 semanas previas es un factor de
exclusion, lo que explicaria porque no observamos asociacion con esta variable.

Pavlopoilou I.D. y cols. (172), analizaron los portadores de N. meningitidis en
nifios griegos. Analizaron frotis bucofaringeos en 554 nifios de 2-19 afios que asisten a
guarderias, escuelas primarias y secundarias de la zona centro de Atenas. Se
identificaron ademas los factores de riesgo para ser portador, observando que 22 (4%)
de los nifios eran portadores de N. meningitidis. 7 cepas pertenecian al serogrupo C,y 5
al serogrupo B. Solo la edad >12 afios aumentd el riesgo de ser portador con un
aumento de prevalencia del 9.27%. No hubo diferencias estadisticamente significativas
en relacion al sexo, encontrandose 13 portadores de 272 hombres y 9 portadoras de
282 mujeres. Estas observaciones coinciden con las de nuestro estudio en lo referente al
género, no observandose diferencias estadisticamente significativas en el estado de
portador entre nifios y nifias, si bien segun se deduce de los datos de la Tabla 8.17, la
prevalencia de portador es discretamente mayor, aunque no estadisticamente
significativa, entre los nifios. En el estudio de Pavlopoilou y cols., el antecedente de
infeccidn viral en la via aerea superior, que en otros estudios (173) aumentan la tasa de
portadores, se relacion6 con una disminucion en la prevalencia de portadores.

Bogaert D. y cols. (144), investigaron la prevalencia de N. meningitidis en 3200
nifios holandeses de 1-19 afios en 2002. La prevalencia fue del 1.5%, muy por debajo de
la encontrada en nuestro estudio. El pico de prevalencia se presentd en nifios con 1 afio
de edad y en mayores 15 afios. Los factores de riesgo encontrados fueron las visitas
regulares a discotecas (OR 4.3) y un factor hasta entonces no comunicado como el ser
portador de neumococo (OR 4.1). Demostré un aumento del crecimiento de S.
pneumoniae en cocultivo con N. meningitidis mediada por la catalasa producida por el
meningococo. Se estudiaron ademas las siguientes variables como posibles factores de
riesgo: edad, tamafo de la familia, realizacion de actividades deportivas mas de 3 horas
semanales, asistencia a discotecas, tabaquismo activo y/0 pasivo, uso reciente de
antibidticos (en los ultimos 7 dias) y cocolonizacion con S. pneumoniae y S. aureus.
Estos autores obtuvieron los siguientes resultados: el tamafio medio de las familias fue
de 4.3 personas, con un promedio de 2.4 hijos por familia. En el 45% de los hogares
una persona fuma con regularidad. El 42% de los nifios de 14 afios participan en
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actividades deportivas (3 horas a la semana). EI 21% visito discotecas durante 13 h /
semana. En nuestro estudio no se analizaron las actividades deportivas de los nifios. Se
aislaron meningococos del serogrupo B (8 nifios), serogrupo C (9 nifios), 24 nifios eran
portadores del serogrupo X, Y, Z, o W135. La incidencia baja podria estar en relacion
con el método de recogida de muestra. Ademas, la siembra diferida en lugar de la
siembra directa podria haber disminuido la sensibilidad de deteccién de la N.
meningitidis como hemos comunicado anteriormente. También se realizo la recogida de
muestras en verano y esta estacionalidad podria explicar la baja prevalencia de
portadores.

Las tasas de prevalencia van del 10% al 35% en adultos jovenes (136;145),
estos autores observan que en un momento u otro los jovenes tienen contacto con el
meningococo en su garganta y en poblaciones cerradas y semi-cerradas, tales como
militares y estudiantes universitarios, se produce un aumento de la transmision, con
tasas de portadores que pueden llegar a ser del 100% (145;174). Para algunos autores
(173), las personas con infecciones de las vias respiratorias pueden convertirse en
portadores con mayor facilidad. lgualmente, el tabaco, asi como el bajo nivel
socioecondmico parecen aumentar el riesgo para ser portador (148).

Cinco de los serogrupos de N. meningitidis (A, B, C, W135 e Y) causan mas del
90% de la enfermedad invasiva en todo el mundo (175). Por el contrario, casi el 50%
de las cepas aisladas carecen de capsula y, por tanto son serolégicamente no
serogrupables (135;176). La pérdida de la cépsula mejoraria la capacidad de
colonizacion del meningococo y aumentaria la posibilidad de hacerse portador. En
nuestra muestra la mayoria de las cepas de N. meningitidis aisladas son no
serogrupables, no hemos observado ningun caso de serogrupo C, lo que se explicaria
por la alta cobertura vacunal de la poblacion estudiada frente al serogrupo C, que es
superior al 95%.

La meningitis meningocdcica produce una importante carga de enfermedad en el
Africa subsahariana. Mueller J.E. y cols. (177), estudiaron la asociacion de infeccion
respiratoria de vias altas, humedad ambiental y el riesgo de ser portador de
meningococo en Burkina Fasso. Durante la temporada de meningitis no epidémica de
2003 tomaron frotis faringeos a 488 personas de 4 a 29 afos de edad. Este estudio se
compard con otro realizado a 624 personas de 1 a 39 afios de edad durante una
epidemia de meningitis por menigococo A en 2006. El cinturon de la meningitis se
caracteriza por la alta incidencia de meningitis epidémica durante la estacion seca (de
diciembre a mayo) debido principalmente al serogrupo A. Durante el estudio del afio
2003 aislaron 152 cepas de las 2.327 muestras analizadas. La distribucién por
serogrupos fue la siguiente: W135 =28, X =5,Y =3 y 116 eran no serogrupables.
La prevalencia de las cepas no serogrupables aumentd de 1.6% en febrero al 8.6% en
mayo - junio, mientras que los meningococos encapsulados mostraron una prevalencia
constante del 1.5%. La humedad del aire se increment6 del 16% en febrero al 55% en
junio. De este estudio se desprende que el incremento de la humedad se asocio con un
mayor riesgo de adquisicion de meningococos no encapsulados. Carecemos de
informacidn sobre la prevalencia de cepas no serogrupables en el entorno rural o urbano
en nuestro medio. Durante marzo 2006 se examinaron 624 muestras de sujetos sanos.
La prevalencia fue del 22%. La distribucion por serogrupos fue del 15% para el
menigococo A (N = 95), el 6% para el Y (N = 35), y 0.6% para meningococos no
serogrupables (N = 4). No se aislaron los serogrupos B, C, W135 o X. El anélisis de
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los datos de 2003 permite observar asociacion entre la humedad del aire y el riesgo de
ser portador. Hay doble riesgo de adquisicion de meningococos no serogrupables con
humedad ambiental mayor del 40%. Hay evidencias que apoyan la relacion causal entre
la baja humedad del aire durante la estacién seca y la meningitis meningocdcica A pues
la invasion es mas frecuente si las bacterias colonizan la mucosa faringea dafiada por el
clima seco (178). La humedad parece favorecer el transporte de cepas no serogrupables
que son menos patdgenas. Segun estos autores, las intervenciones para reducir la
meningitis epidémica durante la estacion seca podrian dirigirse a reducir los efectos
nocivos del aire seco. Asi, la humidificacion de habitaciones ¢ los lavados nasales
durante la estacion seca serian medidas que disminuirian la prevalencia de portadores en
estos paises africanos. En Burkina Faso, se encontré ademas evidencia que apoya una
relacion entre las infecciones del tracto respiratorio y el riesgo de ser portador de
meningococos.

Boisier P. y cols. (179), aislaron una cepa de meningococo W-135 como
causante de menigitis en Niger. Realizaron un estudio para ver la prevalencia de la cepa
y encontraron una tasa de portadores del 35%.

Caugant D.Ay cols. (180), estudiaron portadores faringeos de N. meningitidis en
nifios y adolescentes de 2 a 19 afios de edad en Uganda. El estudio se realizo en el afio
2003 y se aislaron 15 cepas de una muestra de 750 individuos. La prevalencia obtenida
fue del 2 %, inferior a la observada en nuestra muestra, la mayoria de las cepas fueron
no serogrupables y ninguna fue del serogrupo A. La cepa W135 se aislo en dos
personas. La prevalencia mas alta (4.7%) se encontrd en el grupo de edad 16 a 19 afios.

Troter C.L. y cols. (181) analizaron la historia natural de la enfermedad
meningocadcica, segun estos autores un individuo puede albergar al serogrupo B en la
garganta hasta en 4 ocasiones, en 6 ocasiones a la Neisseria lactamica y en 0.5
ocasiones al serogrupo C. De lo que se deduce que una persona puede estar colonizada
por bacterias del género neisseria hasta en 10 ocasiones en los primeros 30 afios de
vida, circunstancia que explicaria la aparente disminucion del riesgo de presentar
enfermedad meningococica conforme aumenta la edad. Las personas que nunca han
sido portadoras no tienen el beneficio de la inmunidad a través de episodios previos de
portadores. Por el contrario, individuos que previamente hayan sido portadores han
desarrollado algun tipo de proteccién frente a N. meningitidis.

Cardefiosa y cols. (133), realizaron un estudio en portadores de N. meningitidis
en Catalufia. El estudio se llevé a cabo entre mayo de 1998 y abril de 1999. Un total de
364 contactos de 87 pacientes con meningitis fueron estudiados. 61 contactos eran
portadores de N. meningitidis. Las cepas aisladas fueron 40 B, 10 C, Z 1 y 10 cepas eran
no tipables. Estos autores observaron una prevalencia de portadores de N. meningitidis
del 16%, dos o tres veces mayor que la observada en la poblacion general. En este
estudio la muestra estaba sesgada al estudiar exclusivamente contactos directos de
pacientes que habian tenido enfermedad invasiva. Estos autores estudian como posibles
factores de riesgo de portador las siguientes variables: sexo, edad, infeccion previa en el
mes anterior de las vias respiratorias superiores, uso de antibiético durante el mes
anterior, tamafio de la casa (m?), exposicion pasiva al humo del tabaco (para nifios),
tabaquismo activo (para adultos), clase social, y habitat (urbano:> 10.000 habitantes;
rural: <10.000 habitantes). Las variables que mostraron valor significativo fueron la
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clase social, con una tasa mas alta de portadores (18,8%) en los trabajadores manuales y
no cualificados, fumadores activos, cuando el nimero de cigarrillos diarios fue superior
a 20, el hacinamiento cuando el tamafio de los hogares era inferior a 50 m?y la edad
entre 5y 9 afios. Esta prevalencia es superior a la que se encuentra en la poblacion
general, que se estima 5 - 10%. En un estudio previo de portadores de N. meningitidis
en la poblacidon escolar de Catalufia (168), se obtuvo una tasa de prevalencia creciente
que subio al 11.3% en el grupo de 13 a 14 afios. Sorprendentemente en el estudio de
Cardefiosa (133), se encuentra una mayor prevalencia entre 5 - 9 afos de edad
(15,4%). Nuestros datos ofrecen una tasa de prevalencia del 10.3 % en < 3 afios para
disminuir al 3.9 % en nifios de 4 - 7 afios y ofrecer denuevo un repunte a partir del los 7
afios con un 5.3 %. En cualquier caso nuestra muestra se referia a una poblacion general
sana, en tanto el trabajo de Cardefiosa sélo analiza casos de nifios que eran contactos
directos de sujetos con enfermedad meningocdcica, previa a la administracién de
rifampicina como profilaxis.

Yazdankhah SP y cols (182) realizan un estudio de portadores e interpretan que
la ausencia de capsula en las cepas de meningococos en la nasofaringe puede ayudar a
disminuir la inmunidad humana y por lo tanto la seleccion de la cepa para sobrevivir y
colonizar la nasofaringe. La gran diversidad de cepas de meningococo en comparacién
con cepas hipervirulentas, apoya la idea de que la transmisibilidad, no invasion, es
esencial en el ciclo de vida de N. meningitidis. La investigacion del estado de portador
puede contribuir de manera significativa a nuestra comprensién de la epidemiologia y la
patogenia de la enfermedad causada por N. meningitidis. Los portadores aumentan
rapidamente entre los universitarios estudiantes en el primer mes del afio académico y
gran parte de este aumento se produce probablemente durante la primera semana (183).
Estos mismos autores refieren un porcentaje mayor de hombres entre los portadores;
este dato se evidencia en nuestro estudio en el que hay un predominio de nifios 58.8%
respecto a nifias 41.2 %, aunque esta diferencia no adquiere valor estadisticamente
significativo.

Germinario C. y cols. (184), estudian los portadores de N. meningitidis en
Puglia (Italia). El objetivo de este estudio es determinar la tasa de portadores y los
serogrupos de N. meningitidis circulantes entre los estudiantes de la Universidad de
Bari. La muestra comprendia un total de 583 estudiantes, de los cuales 390 eran mujeres
y 193 eran hombres con edades comprendidas entre los 19 y los 53 afos. Identificaron
12 cepas de N. meningitidis que supuso una prevalencia del 2.05%. La edad media de
los portadores fue de 23 afios. Los serogrupos encontrados fueron: 9 cepas no tipables,
1 cepa pertenecia a serogrupo B, 1 cepa W135y 1 cepa Y. La tasa de portadores fue
inferior a la de otros estudios realizados en Europa y USA. La desaparicion del
serogrupo C podria estar relacionado con la inmunidad inducida por las politicas de
vacunacion, aspecto que hemos referido en relacion a nuestra muestra. En definitiva, la
prevalencia de los portadores de N. meningitidis es muy variable, asi como la
distribucion del serogrupo de los casos fluctuando segin la region geogréfica, por
grupos de edad y con el tiempo. Estudios de portadores son importantes para mejorar
nuestra comprension de la estructura de la poblacion de N. meningitidis y la
epidemiologia de la de la enfermedad meningocdcica.
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9.2. Andlisis de las repercusiones del indice de masa corporal y capacidad
antioxidante del plasma sobre el estado de portador de N. meningitidis.

En los Gltimos 15 afios se ha asistido a un aumento progresivo en la prevalencia
de obesidad y sobrepeso, que en algunos paises industrializados alcanza frecuencias
préximas al 30% de la poblacién infantil (185). El sobrepeso, la obesidad y en general
el aumento de la adiposidad es un factor que se ha relacionado con el aumento del
riesgo aterogenico y cardiovascular, pero ademas bajos niveles de antioxidantes se han
implicado en la modificacion oxidativa del LDL-colesterol, un proceso necesario para la
formacion de la placa de ateroma. Existe por tanto una relacion inversa observada por
diversos autores (186), entre niveles de vitamina E, carotenos en plasma y riesgo
cardiovascular. El sobrepeso y la obesidad, se entienden hoy dia como un proceso
inflamatorio, donde se facilitaria la accion de diversos mediadores favorecedores de la
lipoperoxidacion y la inflamacion. Existe cierto consenso en que las leptinas,
producidas principalmente por el tejido adiposo, ejercen cierto papel proinflamatorio,
induciendo un aumento del estrés oxidativo en células epiteliales (187). El estudio de
Reirman A. y cols (186), demuestra que los pacientes obsesos tienen niveles
significativamebnte mas bajos de antioxidantes liposolubles (vitamina E y carotenos)
que los pacientes con indice de masa coporal normal. EI mecanismo que explica el
descenso de vitaminas liposolubles en pacientes obesos no esta del todo claro
planteandose diversas teorias. De un lado algunos autores (188), propugnan una menor
biodisponibilidad de estas vitaminas al quedar secuestradas en un tejido adiposo
anormalmente aumentado en sujetos obesos. Otros autores (189), relacionan los
fendmenos inflamatorios observados con una situacion mantenida de hiperinsulinemia,
habitual en los pacientes obesos, con el consumo de antioxidantes circulantes. Existe
una relacion directa entre los niveles de insulina plasmatica y la circulacién de
peroxidos lipidicos, con relaciones inversas entre insulina plasmatica y los niveles de
tocoferol y caroteno plasmaticos. La inflamacion subclinica que inicialmente se inicia
en los tejidos adiposos como consecuencia de la infiltracion por células
inmunocompetentes representa uno de los mecanismos etiopatogénicos tipicos del
desarrollo de la diabetes tipo 2. Las células inmunocompetentes en conjuncién con los
adipocitos representan una de las principales vias de liberacion de mediadores
proinflamatorios que interfieren con la sefializacion del receptor de la insulina. Algunos
estudios (190), han sugerido que la sintesis de 0xido nitrico podria jugar algun papel en
este proceso. La obesidad se relaciona con aumento de la sintesis de 6xido nitrico con la
subsiguiente sobreproduccion de radicales libres y algunos estudios de investigacion
(190), han demostrado que la inhibicidn de la sintesis de 6xido nitrico atenua la insulin
resistencia. Estudios experimentales recientemente publicados (191), demuestran que la
dieta con elevados niveles de antioxidantes en su composicion pueden incrementar la
capacidad antioxidante total del plasma en sujetos obesos. En nuestro estudio nosotros
comparamos la ingesta de frutas-verdura entre pacientes obesos y no obesos y no
obtuvimos diferencias significativas.

El repunte de prevalencia de N. meningitidis en una etapa en que las variables
somatométricas estudiadas experimentan un crecimiento acelerado, nos hace retomar la
hipdtesis segun la cual podria existir una relacion entre las fases de crecimiento rapido
propias de la adolescencia y el aumento de las demandas metabdlicas de moléculas
antioxidantes, que se traduciria en un mayor estrés oxidativo e hiporrespuesta
inmunolégica. Bien es cierto que otros factores epidemioldgicos de riesgo como la
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pertenencia a colectividades, tabaquismo, infecciones viricas, factores todos ellos ya
descritos por otros autores (133;168), cobran especial importancia durante la segunda
década de vida.

Uberos J. y cols. (192), pudieron comprobar que el contenido en antioxidantes
de la sangre periférica disminuia significativamente en portadores de N. meningitidis,
situacion que de forma indirecta indicaria un mayor consumo de moléculas
antioxidantes en portadores asintomaticos de N. meningitidis como expresién de una
situacion de estres oxidativo acelerado. Diversos estudios (193), han observado una
relacion de causa-efecto entre hiporrespuesta inmunoldgica y estrés oxidativo, y han
comprobado como las situaciones de hiporrespuesta inmunoldgica se normalizaban con
tratamientos antioxidantes.

Dada la estrecha relacion existente entre la prevalencia de portadores en la
poblacion y el desarrollo de epidemias por N. meningitidis, nos parece del mayor interés
conocer todos los posibles factores de riesgo que pudieran influir sobre el estado de
portador. Los aspectos nutricionales y somatométricos no han sido tradicionalmente
estudiados en este sentido. No parece descabellado pensar a priori que si el balance
redox del organismo puede relacionarse con el estado de portador de N. meningitidis
(194), el estado nutricional del individuo debe tener igualmente importancia en este
sentido. Diversos autores (147;172), han descrito un aumento de la prevalencia de
portadores de N. meningitidis durante la adolescencia, periodo donde, ademas de la
confluencia de factores de riesgo de tipo social, observamos en nuestros dias una alta
prevalencia de sobrepeso y obesidad (185). Con este punto de partida hemos querido
comprobar la contribucién del sobrepeso y la obesidad sobre el riesgo del estado
portador de N. meningitidis en una poblacion infantil.

En nuestro estudio del total de la muestra, un 10.7 % eran obesos y un 11.7%
tenian sobrepeso segun los criterios de Cole T.J. y cols. (164), sin diferencias
estadisticamente significativas entre nifios y nifias, aunque observandose un aumento
lineal del porcentaje de obesidad con la edad. En nuestro estudio realizamos la
valoracion de la influencia del indice de masa corporal (IMC) en los 3 estratos de edad
definidos en capitulos anteriores y en las categorias de IMC normal, con sobrepeso y
obesos, segun los puntos de corte definidos por TJ Cole y cols. (164). Observamos que
un 22.4 % presentaban sobrepeso y obesidad, porcentaje ligeramente inferior a lo
documentado en Andalucia que con cifras del 30% ha promovido la implantacion del
Plan Integral de Obesidad Infantil. Nosotros hemos tomado como categoria de
referencia los sujetos sin sobrepeso y realizamos un analisis de tendencias estratificado
por edad, observando una tendencia estadisticamente significativa a aumentar el riesgo
de portador de N. meningitidis con el aumento del IMC. No existen en la literatura
actual aportaciones en este sentido. Jounio U. y cols. (195), observan mayor
prevalencia de portadores de St. Pneumoniae entre sujetos asmaticos, estos autores
comparan el indice de masa corporal entre portadores y no portadores y no observan
diferencias significativas; el unico factor que se asocia con mayor riesgo de portador es
el asma bronquial, factor que otros autores si han relacionado con una asociacion
significativa con la obesidad y mayor estrés oxidativo (196-197). Estas observaciones
referidas a adultos y obesos logran establecer una relacion entre indice de masa
corporal, obesidad y riesgo aterogénico. Por otro lado, el inicio puberal podria marcar el
inicio de cambios en la actividad antioxidante del plasma de nifios y nifias; Chiang K, y
cols. (198), han comunicado que los estrogenos a concentraciones fisiologicas pueden
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actuar como prooxidantes, favoreciendo por tanto la peroxidacion de las lipoproteinas
de densidad media circulantes y su eliminacion hepatica del torrente sanguineo. No
obstante en nuestra muestra no encontramos diferencias significativas entre actividad
antioxidante de nifios y nifias en este estrato de edad.

De nuestros resultados se puede deducir que el riesgo de ser portador de N.
meningitidis en nifios obesos es tres veces mayor que en los nifios sin sobrepeso (IC
95%: 1.3-9.9), con una tendencia a incrementar el riesgo de ser portador con el aumento
del IMC. EI sobrepeso, la obesidad y en general el aumento de la adiposidad se han
implicado como factores favorecedores de la lipoperoxidacion, aumento del estrés
oxidativo y la inflamacion (199). Anteriores estudios (192), permitieron demostrar una
disminucion de la capacidad antioxidante total del plasma en nifios portadores de N.
meningitidis, estas observaciones nos han sugerido la hipdtesis de que los sujetos
portadores de N. meningitidis tienen un balance oxidativo favorable a los prooxidantes
con consumo compensador de moléculas antioxidantes (36).

Diversas propiedades del huésped como el porcentaje de grasa corporal o el
estado nutricional podrian: a) modificar propiedades de la bacteria que intervienen en su
adhesion al epitelio, en la colonizacion de mucosas y en su transmisibilidad o
virulencia; en este sentido, ensayos realizados in vitro por nuestro grupo (200),
mostraron que la adiccion de antioxidantes a un medio de cultivo modificaban las
propiedades hidrofébicas de la bacteria y en consecuencia su capacidad de adhesion a
epitelios; y b) modificar la respuesta inmunitaria local del huésped, favoreciendo su
permanencia en la nasofaringe y el estado de portador.

Desde un punto de vista estructural, podemos considerar el crecimiento como el
resultado de todos aquellos procesos metabolicos que conducen a un incremento de la
masa tisular; este proceso conlleva consumo de energia, oxigeno y generacion de
radicales libres que deben ser adecuadamente detoxificados por las célula (9). Con el
objetivo de mantener un equilibrio entre generacion de radicales libres y consumo de
antioxidantes se utilizan mecanismos antioxidantes enzimaticos (intracelulares) y no
enzimaticos (plasmaticos), que de forma global son los valorados en el presente estudio.

Otros estudios (201), han comunicado la existencia de una asociacion positiva
entre irritantes, como el humo del tabaco o infecciones faringeas de repeticion, y el
estado de portador asintomatico de N. meningitidis. Las razones de esta asociacion no se
han aclarado, y sin duda se deben implicar tanto la efectividad de los mecanismos de
aclaramiento mucociliar o la capacidad fagocitaria de polimorfonucleares. Nuestros
datos muestran un balance oxidativo en plasma de los sujetos portadores de N.
meningitidis inclinado hacia el lado de los proxidantes, es decir existe déficit relativo de
antioxidantes. Se sabe que el mantenimiento de esta situacion dificulta una adecuada
respuesta inmunoldgica (33;131). De hecho en pacientes tumorales también se ha
observado un déficit relativo de antioxidantes y se ha podido comprobar como el
tratamiento con antioxidantes mejora la respuesta inmunoldgica de forma sustancial. No
debe pues extrafiar que un balance deficitario de antioxidantes plasmaticos dificulte una
efectiva y rapida eliminacion de N. meningitidis de la nasofaringe.

La actividad antioxidante del plasma que evaluamos en nuestra muestra por el
método de Lusignolli y cols (163;202) evalua los sistemas antioxidantes contenidos en
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la fase lipofilica e hidrofilica del plasma. Estas moléculas estan en continua
regeneracion y su equilibrio se implica en la génesis de cada vez mas procesos
patoldgicos (203). Sin embargo, hasta el presente no se han podido definir valores
Optimos de actividad antioxidante del plasma, y tampoco existe acuerdo sobre métodos
estandarizados para su medida. Ello hace imposible dar indicaciones sobre niveles
deficitarios u 6ptimos y en esta situacion todo lo que podemos hacer es definir niveles
de grupos poblacionales a priori sanos y compararlos con los observados en otros
estratos poblacionales. De esta forma hemos observado niveles de actividad
antioxidante del plasma inferiores en nuestro grupo de sujetos portadores de
meningococo; obviamente no podemos inferir causalidad en tanto no comprobemos que
tras normalizarse los niveles de antioxidantes hasta niveles observados en el grupo de
no portadores no se revierte la situacion de portador de N. meningitidis.

La determinacion de la actividad antioxidante mediante la técnica colorimétrica
con crocin, fue desarrollada por S. Lussignoli y cols. (163), y posteriormente se han
publicado modificaciones automatizadas del mismo procedimiento (202). Esta técnica
tiene como principal ventaja la de evaluar la actividad antioxidante del plasma
independientemente de que se conozcan o no, los antioxidantes implicados, presentando
una precisiéon del 4.8%; ademas las muestras de plasma pueden ser conservadas en
congelacion hasta su medida sin que ello modifique los resultados de la prueba. De
acuerdo con los articulos publicados por otros autores (163), la capacidad antioxidante
de plasma humano normal, expresado como el reciproco de la capacidad de inhibicién
del 50% (IC50) resultd6 en un valor medio de 0,37 + 0,06. Hemos analizado la
asociacion entre la capacidad antioxidante total del plasma inferior a la media — 2 DS 'y
el estado de portador de N. meningitidis. En el estado de portador, la odds ratio para esta
asociacion (capacidad antioxidante total del plasma por debajo de la media — 2 DS
resulto significativa con valor de 8,44 (IC 95%: 1,5 - 48,9). No existen en la literatura
mundial hasta el momento hallazgos en este sentido para poder contrastar nuestros
hallagos.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis doctoral y considerando
los pocos estudios de portadores de N. meningitidis en nuestra zona, permiten adelantar
las siguientes conclusiones:

12, La prevalencia de portadores de N. meningitidis en la comarca granadina estudiada
se situa en el 6.5%, similar a la observada en otras &reas geogréficas de baja endemia.

28, La prevalencia de portadores de N. meningitidis asciende hasta un 11.5% entre los
menores de 3 afios de edad, con disminuciones sustanciales en las cifras de prevalencia
hasta los 7 afios con un repunte del 5.7% a partir de los 7 afos.

32, Aunque algunos autores han referido diferencias significativas en las prevalencias de
portadores entre nifios y nifias, en nuestro proyecto de tesis doctoral no observamos
diferencias estadisticiamente significativas en relacién al género.

48 Existe una tendencia significativa a aumentar el riesgo de portador de N.
meningitidis en sujetos con sobrepeso y obesidad, con riesgo significativamente mayor
de portador en pacientes obesos.

52, Los sujetos portadores de N. meningitidis tienen una capacidad antioxidante total del
plasma inferior a la de los pacientes no portadores. Esta asociacién se hace mas acusada
entre los menores de 3 afios de edad. Pensamos que esta situacion podria favorecer
respuestas inmunitarias alteradas en el huésped y una mayor persistencia nasofaringea
de N. meningitidis.

62 Aunque la capacidad antioxidante total del plasma puede estar influida por una
ingesta suficiente de frutas y verduras, en nuestra muestra no observamos asociacion
significativa con este parametro.

78, El consumo de antibiéticos en los 2 meses previos al hisopado nasofaringeo no se
relaciona en nuestra muestra con una menor prevalencia del estado de portador
asintomatico de N. meningitidis. Pensamos que este periodo considerado en nuestro
estudio es suficientemente amplio como para permitir un recambio de la flora
orofaringea comensal que podria intererir con el estado de portador de N. meningitidis.
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82. Por ultimo, segun se desprende de los puntos anteriores evidenciamos:

a. Capacidad antioxidante del plasma méas baja en sujetos portadores de N.
meningitidis.

b. Tras ajuste por grupos de edad, mayor prevalencia de portadores en sujetos
con sobrepeso y obesos.
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ABREVIATURAS

a.a. : aminoacido

AEP: Asociacién Espafiola de Pediatria

AGB: érea grasa del brazo

AMB: area muscular del brazo

Amt: melatonina

Aox: antioxidantes

Ca?*:calcio

CATP: capacidad antioxidante total del plasma

Cl: cloro

cm: centimetro

cm?: centimetro cuadrado

CMI: concentracion minima inhibitoria

COy: anhidrido carbonico

Cu®": cobre

CD44: receptor para la adherencia de bacterias gramnegativas
CFA/I: factor de colonizacion para E. Coli ( adhesina)
CFA/II: factor de colonizacion de E. Coli ( adhesina)
C18:1n9: &cido oleico

C18:2n6: acido linoleico

C20:4n6: &cido araquidonico

C22:6n3: 4cido decosahexanoico

DC: densidad corporal

dl: decilitro

DNA: &cido desoxirribonucleico

DS: desviacion estandar

ERO: especies reactivas de oxigeno

EMRSA: cepas estafilococo meticilin resistente epidémicas

Fe?*: hierro ferroso
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Fe**: hierro férrico

GCT: grasa corporal total

GPR: glutation reductasa

GPX: glutation peroxidasa

gr: gramo

Hb: hemoglobina

HDLc: lipoproteinas alta densidad colesterol
Hto.: hematocrito

H,0: agua

H.0,: perdxido de hidrogeno

HO,&: radical perhidroxilo

HO: radical hidroxilo

IAM: indice adiposo muscular

IC 50: capacidad inhibitoria al 50%

Ig: immunoglobulina

im : intramuscular

IMC: indice de masa corporal

Kb: kilobases

Kg: kilogramos

K-88: factor patogénico de adhesion a E. Coli
K-92: antigeno capsular de E. Coli

K-99: factor patogénico de adhesion de E. Coli
LCR: liquido cefalorraquideo

LDLc: lipoproteinas baja densidad colesterol
LOOH: hidroperoxidos lipidicos

LOO&: radical lipidico peroxilo

LOS: lipooligosacérido

LPS: lipopolisacérido

m : metro

m?: metro cuadrado

mcgr: microgramo

mcL.: microlitro

mgr: miligramos

min.: minuto



mL: mililitro

mm: milimetro

mm?: milimetros clbico

ngr: nanogramo

NO: d6xido nitrico

0,: oxigeno

10,: oxigeno singlete

0,: anion superdxido

OMP: proteinas de membrana externa
OR: odds ratio

PB: perimetro del brazo

PBPs: proteina fijadora de penicilina
PCR: proteina C reactiva

PCR: reaccion en cadena de polimerasa
PGHy,: prsotaglandina H,

PGG;: prostaglandina G,

PlIb: pliegue bicipital

PISe: pliegue subescapular

PISi: pliegue suprailiaco

PIt: pliegue tricipital

PMN: polimorfonucleares

RBC: recuento de hematies
REDOX: Oxido- reduccion

RL: radicales libres

RO: radical alcoxilo

ROO: radical peroxilo

ROOH: hidroperoxidos

rpm: revoluciones por minuto

RP62A: S. epidermidis productora de slime

RX: rayos X

RP62A-NA: S. epidermidis no productora de slime

RR: riesgo relativo

seg.: segundo
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SH: grupo sulfidrilo

SMRSA: cepas estafilococo meticilin resistente esporadicas
SOD: superoxido dismutasa

Stx 2 : toxina Shiga de E. Coli

TA: tension arterial

TAC: tomografia axial computerizada

TbP: proteina fijadora de transferrina

T2 temperatura

Z.B.S. : Zona Basica de Salud

K micra

°C: grado centigrado
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