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1.1. Biocidas y contaminantes ambientales

La palabra biocida proviene del griego "Bios" que significa vida, y "Cida" que
se puede traducir como "el que mata". Se considera sustancia biocida aquella que

mata organismos Vvivos.

Los biocidas pueden ser tanto sustancias quimicas, sustancias de origen
natural, sintéticas o también microorganismos. El objetivo de estos elementos es
destruir, contrarrestar, eliminar o hacer desaparecer aquellos organismos que para
el ser humano sean nocivos o causen algun tipo de problema que pueda ser resuelto
con la desaparicion del organismo perjudicial (RODRIGUEZ y GOMARIZ, 2002).

Ninguna clasificacidn individual es aplicable a todo el espectro de agentes
toxicos, por lo que pueden ser necesarias combinaciones de sistemas de
clasificacion o una clasificacion basada en otros factores para proporcionar el mejor
sistema para un propdsito especial. No obstante, es muy probable que los sistemas
de clasificacion que tengan en cuenta las propiedades quimicas y biolégicas de un
agente y las caracteristicas de exposicion, sean utiles para fines legislativos o de
control y para la toxicologia en general (EATON y KLAASSEN, 1975).

Como se indica en el REAL DECRETO 1054/2002, los biocidas en Espafa se
clasifican en 4 grupos y cada uno con sus subgrupos para diferenciar los biocidas en
funcidon de las caracteristicas peculiares de cada uno, asi pues tenemos grupo
principal 1 (Desinfectantes y biocidas generales), grupo principal 2 (Conservantes),

grupo principal 3 (Plaguicidas), grupo principal 4 (Otros biocidas).

A nivel de Europa (REGLAMENTO (UE) 528/2012) se establecen distintas
familias segun los grupos de biocidas que tengan usos similares, las mismas
sustancias activas, una composicion similar con variaciones especificadas, y unos

niveles similares de riesgo y eficacia.
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Teniendo en cuenta toda la reglamentacion que rodea a los biocidas, nos da
indicios de la importancia para la salud que estas sustancias acarrean, como bien se
indica en el citado reglamento, se considera que los biocidas son necesarios con
fines de control de los organismos nocivos para la salud humana o animal y de control
de los organismos dafinos para los materiales naturales o manufacturados; sin
embargo, pueden implicar riesgos para las personas, los animales y el medio
ambiente, debido a sus propiedades intrinsecas y a las pautas de uso
correspondientes. Son sustancias que no se deben comercializar ni usar si no han
sido autorizados de conformidad con el presente Reglamento. No deben introducirse
en el mercado articulos tratados salvo en caso de que todas las sustancias activas
con las que hayan sido tratados o que lleven incorporadas los biocidas, hayan sido

aprobadas de conformidad con el presente Reglamento.

Uno de los objetivos de este Reglamento por el que se establece la
comercializacion y uso de los biocidas es asegurar un elevado nivel de proteccion de
la salud humana, animal y del medio ambiente, prestando especial atencion a la
proteccion de grupos vulnerables de la poblacion como las mujeres embarazadas y

los nifos.

Desde muy antiguo se han utilizado procedimientos de destruccion de
microorganismos de forma empirica, sin base cientifica, asi pues se usaban
sustancias biocidas sin ser muy conscientes del porqué de esa accion. Ya en 1850

el permanganato de potasio se comenzo a usar como desinfectante.

Un avance importante en este aspecto, es debido a Oliver Wendell Holmes,
médico y escritor de novela y poesia, que nacié y vivié en el estado americano de
Massachusetts. Las ideas deterministas de Holmes le llevaban a la creencia de que
el hombre era el producto de su herencia genética y el medioambiente. Desde el
punto de vista de la desinfeccion, en 1843 fue la primera persona que dilucidé el
caracter infeccioso de la fiebre puerperal y su transmisién entre médicos y
enfermeras (GUILLERMO, 1999).
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Ignacio Felipe Semmelweis fue un médico hungaro que consiguié disminuir
drasticamente la tasa de mortalidad por sepsis puerperal entre las mujeres que
daban a luz en su hospital mediante la recomendacion a los obstetras de que se
lavaran las manos con una solucidn de cal clorurada antes de atender los partos. La
comunidad cientifica de su época lo denosté y acabd falleciendo victima de
septicemia a los 47 afos en un asilo (GUILLERMO, 1999).

Mas tarde, en 1867, Joseph Lister desarrolla el principio de la asepsia en la
practica quirurgica. Relaciona la inflamacién con la infeccion en las heridas, y escoge
el fenol como desinfectante, conocido desde 1834 y utilizado previamente en 1860
por Kuchenmeister en Alemania y Lemaire en Francia. Lister pensaba que la mayor
fuente de microorganismos infecciosos en cirugia eran las manos e instrumentos
sucios del cirujano. Aunque el fenol concentrado era toxico para los tejidos, observa
que diluido 1:20 e incluso 1:40 era efectivo, aplicandose su método en diversos
hospitales con una disminucion de la tasa de infeccion quirurgica desde el 90 al 15%.
(JOSEPH, 1867).

Durante el siglo XIX, algunos cientificos notaron que la generacién de un arco
eléctrico desprendia un olor muy particular. Dichas descargas transforman el
oxigeno del aire, formado por dos atomos de oxigeno, en otra molécula de tres
atomos. De esta manera se descubrié el ozono. Poco tiempo después se encontrd
que el ozono es el segundo desinfectante mas poderoso de la naturaleza, y que
podia ser utilizado para desinfectar agua, aire y alimentos. Se empez6 a emplear
para esterilizar el agua en la ciudad de Ousdhoorn (Holanda) en 1893, y después en
Paris (Francia) en 1898, Wiesbaden (Alemania) en 1901, Niagara Falls (U.S.) en
1903, y Madrid (Espafia) en 1910. En Niza (Francia) se ha utilizado
ininterrumpidamente desde 1906.

En 1905 Kinnaman publica un resumen del trabajo de varios investigadores
sobre el valor desinfectante de varias sustancias quimicas, entre las que incluye
bicloruro de mercurio, fenol, etanol, peréxido de hidrégeno, yodo, yodoformo,

formaldehido, acido benzoico, acido salicilico y permanganato potasico entre otros.
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A partir de Flemming se puede considerar un cambio muy importante en la
disponibilidad de agentes antimicrobianos. En 1928 interpret6 acertadamente la
interaccion entre Penicilium notatum y Staphylococcus, descubriendo la penicilina.
Pero la industria quimica en la Segunda Guerra Mundial realiza un avance muy
importante con la sintesis de muchas sustancias organicas de aplicacion bélica, que
luego derivarian hacia usos sanitarios como biocidas (insecticidas, fitosanitarios,
desinfectantes, etc.). Desde el final de la guerra se ha producido un profundo cambio
en las enfermedades infecciosas, enfermedades que entonces tenian altas tasas de
incidencia y mortalidad han pasado a ser menos frecuentes y menos graves,
mientras que otras enfermedades emergentes y reemergentes han cobrado una gran

importancia.

Actualmente la desinfeccion esta muy extendida como técnica general de
saneamiento en la prevencion primaria y secundaria de enfermedades infecciosas,
tratamiento sanitario de residuos, industria alimentaria, depuracion de las aguas de

consumo publico, etc.

Desde la primera referencia a la desinfeccion de las aguas en 1827, cuando
Alcock recomienda el uso del cloro para la purificacion del agua de bebida, se puede
decir que la cloraciéon ha aportado el mayor beneficio que cualquier otra accién
sanitaria. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el 80 % de las
enfermedades infecciosas se transmiten mediante el agua y 1800 millones de
personas en todo el mundo utilizan fuentes de agua con contaminacion fecal. Segun
dicho organismo mas de 1.7 millones de nifios, de menos de 5 afos, mueren cada

afno por causa de enteritis imputables a la no-desinfeccion del agua (OMS, 2017).

La cloracion del agua es el principal sistema de desinfecciéon que garantiza
que ésta llegue a nuestros hogares con las debidas condiciones sanitarias. El cloro
y sus derivados tienen una importante aplicacidon en el area de la desinfeccion. El
uso del hipoclorito (lejia doméstica) garantiza una total proteccion contra virus, se
utiliza habitualmente en la desinfeccion de material quirdrgico e instalaciones

sanitarias y hospitalarias. En 1991 la supresion del uso del cloro en la potabilizacion
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del agua provoco una epidemia de colera en Peru que produjo mas de 3000 muertes
(mas de 19000 personas murieron por dicha causa en todo el mundo). Las epidemias
surgidas en Ruanda como consecuencia de la guerra civil han sido controladas
gracias al cloro y sus derivados. La epidemia de peste neumonica aparecida en la
India en 1994 ha sido controlada mediante el antibiético tetraciclina, en cuya
obtencién interviene el cloro (JIMENEZ BUILES, 2004).

Esterilizacion y desinfeccion siguen siendo técnicas generales de
saneamiento que contindan, y seguiran teniendo una gran relevancia en la
prevencion de las enfermedades infecciosas, siendo necesarias continuas
investigaciones que den lugar al desarrollo de nuevos productos y procedimientos
maés eficaces (SANCHEZ y SAENZ, 2005).

Todas estas sustancias se deben tener en cuenta por la contaminacion que
producen en el medio ambiente, en los alimentos y los problemas de salud que
conlleva. Existen articulos e informes de la OMS en los que se hace constar de la
incidencia e importancia que tiene la contaminacion ambiental. Por ejemplo la que
se destaca con diferentes tipos de metales, como sucede con el informe de la OMS
(2017), en el que se dice que se esta produciendo una mortalidad infantil
consecuencia de esta contaminacion ambiental. Nifios estan siendo expuestos a
productos quimicos nocivos contenidos en los alimentos, el agua, el aire y otros
productos de su entorno. Los productos quimicos, como los fluoruros, los plaguicidas
que contienen plomo y mercurio, los contaminantes organicos persistentes y otras
sustancias presentes en productos manufacturados pueden acabar entrando en la

cadena alimentaria.

Asimismo, aunque la gasolina con plomo se ha eliminado casi por completo
en todos los paises, muchas pinturas contienen este metal y pueden afectar al

desarrollo del cerebro.

Como se comentd en la Reuniéon Conjunta FAO/OMS (2011), de expertos

acerca de la aplicacion de la nanotecnologia en los sectores alimentario vy
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agropecuario: posibles consecuencias para la inocuidad de los alimentos, también
existen y es conveniente sefalar que los biocidas de las superficies, como la
nanoplata, en los materiales de envasado no estan destinados a tener un efecto
conservante de los alimentos. En cambio, el agente biocida esta pensado para que
ayude a mantener la condicion higiénica de la superficie evitando o mitigando el
crecimiento microbiano. Basandose en la accion antimicrobiana de la nanoplata, se
han obtenido varios nanomateriales artificiales “activos” a los que se atribuye
conservar los materiales en contacto con los alimentos gracias a la inhibicion del
crecimiento de microorganismos. Ejemplos son los contenedores para almacenar los
alimentos y las bolsas de plastico. La nanoplata se ha incorporado también en la
superficie interna de algunos refrigeradores domésticos para prevenir el crecimiento
microbiano y mantener un entorno limpio e higiénico en el frigorifico. El
descubrimiento de las propiedades antimicrobianas del 6xido de nano-zinc y del
oxido de nano-magnesio en la Universidad de Leeds puede proporcionar materiales
asequibles para tales aplicaciones en el envasado de alimentos (ZHANG vy cols.,
2007).

El impacto negativo de determinadas sustancias quimicas sobre el sistema
endocrino en humanos y animales se expone en la publicacion de la OMS, State of
the Science of Endocrine Disrupting Chemicals (2012), (BERGMAN vy cols., 2013).

La tendencia indica una carga creciente de determinadas enfermedades
endocrinas, en las que es muy posible que estas sustancias quimicas jueguen un
papel importante, que afectara también a generaciones futuras. Se expone en el
informe datos cientificos sobre el impacto en la salud de humanos y animales,
causado por las sustancias quimicas que actuan como disruptores endocrinos. Los
disruptores endocrinos se hallan en gran diversidad de productos quimicos,
incluyendo los contaminantes organicos persistentes, pesticidas, fitoestrogenos,
metales, ingredientes activos de los productos farmacéuticos, aditivos o
contaminantes presentes en los alimentos, productos de cuidado personal,
cosmeéticos, plasticos, textiles y materiales de construccion. Segun la OMS, la

exposicion a los disruptores endocrinos se ha extendido por todo el globo,


https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Bergman%2c+%c7%ba.%22

Introduccion. ESTUDIO DEL EFECTO HORMETICO EN SUSTANCIAS BIOCIDAS DE INTERES SANITARIO

Pagina |9

dispersados por el aire, las corrientes de agua o el transporte de mercancias, y la
tendencia indica una carga creciente de determinadas enfermedades endocrinas, en
las que es muy posible que estos productos quimicos jueguen un papel importante,
que afectara también a generaciones futuras (BERGMAN vy cols., 2013).

En aguas de consumo publico se consideran de importancia los metales
pesados como son el bario, cadmio, mercurio y plomo, con los que la OMS establece

acciones a tener en cuenta y llevar a cabo (OMS, 2006).

La presencia de compuestos halogenados (especialmente cloroformo y otros
trihalometanos) en el agua de consumo publico, suscita un interés creciente desde
la perspectiva de salud publica. La desinfeccion del agua mediante cloracion es una
practica habitual, ahora bien, en presencia de materia organica se producen
trihalometanos clorados, y en los ultimos afos se ha producido una acumulacion de
datos que evidencian que la exposicion a trihalometanos se asocia con un mayor
riesgo de cancer, sobre todo de vejiga y trastornos de la reproduccion. De los cuatro
trihalometanos (cloroformo, bromodiclorometano, bromoformo y
dibromoclorometano), la agencia internacional de investigacion sobre el cancer ha
clasificado a los dos primeros como cancerigenos potenciales (CALDERON vy cols.,
2002).

Ademas existen los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) que son
contaminantes que se encuentran dispersos en el ambiente y provienen tanto de
fuentes naturales como de diversas actividades humanas, en particular aquellas que
involucran procesos de combustion incompletos donde las temperaturas sobrepasan
los 700 °C. Algunas fuentes de contaminacion tipicas son las centrales térmicas, los
humos de combustién de los automdviles, los procesos de refinado del aluminio y los
derrames de combustibles fosiles; son potencialmente mutagénicos y
carcinogénicos. A pesar de la baja solubilidad en agua de los HAP, su presencia en
este medio esta fuertemente regulada en la mayoria de los paises, debido a los

riesgos potenciales para la salud humana (VERA-AVILA y cols., 2002).


https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Bergman%2c+%c7%ba.%22
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En los ultimos 15 afos, diferentes articulos demuestran que los farmacos
representan una nueva clase de contaminantes del medio ambiente (figura 1). Estos
productos incluyen antibidticos, hormonas, analgésicos, tranquilizantes y los
productos de la quimioterapia. Los farmacos han sido encontrados en aguas
superficiales y subterraneas e incluso en el agua potable. La contaminacion proviene
no solo de las excreciones, con las que una parte importante del farmaco es
eliminado del cuerpo sin metabolizarse, sino que proviene también de la fabricacion
y disposicion inadecuada de los desechos de estos productos. Los medicamentos
llegan al medio ambiente a través de un conjunto de rutas principales como se
representa en la figura 2. Cientificos alemanes publicaron que sea cual sea la
muestra de agua escogida pueden encontrarse entre 30 y 60 productos
farmacéuticos. La concentracién de estos productos en el agua es del orden de
partes por billén, comparable a la que se encuentran en los pesticidas (PENATE y
cols., 2009).
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diclofenaco  naproxeno m‘: pl;am. na la.m‘mc‘ na benzafibrato
ibuprofeno  fenazona estreplomicina —— acido clofibrica
paracetamol  codeina fenofibrato
FARMACOS MAS
COMUNMENTE
ENCONTRADOS
EN EL MEDIO
AMBIENTE
ESTEROIDES B-BLOQUEADORES
HORMONAS -
AGENTES CITOSTATICOS atenolol
17p-estradiol ciflofosfamida propranclol
estrona ifosfamida metoprolol
17a-etinilestradiol i nadolol
dietiltilbestrol DIURETICOS sotalol
acetato de dietiletilbestrol furosemida betaxolol
ANTIEPILEPTICOS
carbamazepina
SEDATIVOS
diazepan

Figura 1. Farmacos presentes en contaminacion ambiental.
(Fuente: PENATE vy cols., 2009).
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Figura 2. Diagrama de flujo de la llegada de medicamentos al medio ambiente.
(Fuente: PENATE vy cols., 2009).
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1.2. Evaluaciéon de la toxicidad

Hace mas de 2000 afios, Aristoteles colocd animales de agua dulce en agua
de mar y observo su respuesta, presumiblemente para responder a la pregunta:
¢ Como afecta este medio a este organismo? Al hacerlo, realizé una prueba de
toxicidad acuatica. Esta cuestion del efecto de un material sobre un organismo fue
relegada a la curiosidad de los fisi6logos hasta que una disciplina formal conocida
como toxicologia surgié a principios del siglo XIX en respuesta al desarrollo de la

quimica organica (BUIKEMA y cols., 1982).

Uno de los aspectos importantes en toxicologia es la relacién entre la
concentracion de un compuesto quimico a la cual se expone un organismo y el
consecuente efecto nocivo que le produce. Esta relacion, conocida como la relacion
dosis-respuesta, constituye la base para la evaluacién del peligro y el riesgo

generado por las sustancias quimicas en el medio ambiente.

Una prueba de toxicidad tipica involucra un agente o estimulo (por ejemplo,
un pesticida, un metal pesado o una muestra ambiental con contaminantes
quimicos), el cual se aplica a un organismo o grupo de organismos (por ejemplo, un
cultivo de bacterias, algas, animales, o plantas) al que denominaremos

genéricamente sujeto, sobre el que se evalua una cierta respuesta preseleccionada.

La magnitud o la frecuencia de la respuesta dependera de la dosis aplicada,
las pruebas de toxicidad suelen disenarse utilizando distintas dosis. La informacién
obtenida de este tipo de ensayos permite la cuantificacion de la relacion entre las
dos variables (dosis y respuesta), caracterizando toxicolégicamente al compuesto.
Normalmente, las pruebas de toxicidad se disefian para comparar o estimar la

potencia de un agente con relacion a una preparacion estandar o control.

Nos encontramos con diferentes tipos de pruebas o bioensayos, desde el
punto de vista estadistico, el tipo de variable generada por la respuesta influencia,

en gran medida, el tipo de analisis a aplicar sobre los datos. En este sentido, se
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pueden encontrar variables cualitativas (muerto-vivo, ausente-presente),
cuantitativas discretas (numero de muertos, % de muertos) y cuantitativas continuas
(reduccién del crecimiento en longitud o peso). Para el analisis de las relaciones
cuantitativas entre la dosis y la respuesta, es necesario recurrir a modelos
matematicos que describan dicha relacién. En el caso particular de las pruebas de
toxicidad, los modelos mas utilizados son los de tipo empirico o descriptivo de forma
rectilinea, a los cuales se llega muchas veces después de haber trasformado una o
las dos variables estudiadas. Para la elaboracion de una prueba de toxicidad se
deben seguir los principios basicos planteados para el disefio de experimentos. Esto
implica un numero razonable de repeticiones (dependiendo de la prueba),
aleatorizacion de las dosis en las unidades experimentales y un control para lograr
una estimacion valida del error experimental. En la mayoria de las pruebas se trabaja
con un diseio completamente aleatorizado, del tipo clasico, para ser analizado a
través del analisis de la varianza o del analisis de regresion, con unidades

experimentales homogéneas y condiciones ambientales controladas.

Existen pruebas para evaluar la diferencia entre organismos expuestos a
distintas dosis frente a un control negativo (dosis 0). Este tipo de analisis se realiza
para determinar la concentracion mas alta a la que no se observa efecto (NOEC) o
la concentracién mas baja a la que se observa efecto (LOEC) e implica pruebas de
hipotesis. El método clasico para este tipo de analisis es el ANOVA, seguido por la
prueba a posteriori de Dunnet. Esta prueba esta diseiada para comparar los
resultados obtenidos para un tratamiento en particular contra un control negativo
(tratamiento con dosis 0). Para este tipo de analisis se requiere que se verifiquen los
supuestos de un ANOVA (varianzas homogéneas, independencia de los errores,
distribucion normal de los residuos), que el numero de repeticiones por tratamiento
sea superior a tres y que todos los tratamientos tengan el mismo numero de
repeticiones. Si hay menos de tres repeticiones, no se deberia proceder con una
prueba de hipdtesis, y si el numero de repeticiones varia entre los tratamientos, se
deberia utilizar en lugar de la prueba de Dunnet, la prueba de t con el ajuste de
Bonferroni (DIAZ y cols., 2004).
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1.2.1. Microorganismos usados en evaluaciones de la

toxicidad

La mayoria de los procedimientos utilizados en toxicologia son llevados a
cabo sobre mamiferos, pero desde hace unos afnos esta creciendo la presién publica
para minimizar la utilizacion de vertebrados en ensayos de ecotoxicidad (WALKER y
cols., 1998; REPETTO y cols., 2001).

Las alternativas mas prometedoras en ecotoxicologia abarcan la utilizacion de
unos pocos organismos con sensibilidad limitada y/o que no estan protegidos por la
legislaciéon. Estos incluyen bacterias, hongos, algas, plantas y animales
invertebrados (REPETTO y cols., 2001).

Ademas de por lo anteriormente expuesto, las ventajas de aplicar bioensayos
microbiologicos destacan el que los microorganismos poseen rutas metabdlicas
presentes en organismos superiores, por lo que las respuesta téxicas a muchas
sustancias quimicas se producen a través de mecanismos similares a los organismos
superiores, ademas la tasa de crecimiento de los microorganismos es elevada y el
ciclo de vida corto, lo que hace que los ensayos sean mas rapidos, los
microorganismos son de facil manipulacién y su crecimiento y mantenimiento mas

econdmicos.

También debemos tener en cuenta que el gran numero de individuos
utilizados en cada test ofrece ventajas estadisticas sobre otros ensayos en los que
el numero de individuos es menor. En los ensayos microbioldgicos hay contenida
una suspension bioldgica con mas de un millén de individuos por mililitro. Con todo
esto, este tipo de sistemas permite abordar situaciones mas complejas que en el
caso de ensayos que emplean organismos de niveles troficos superiores (ISAC y
ARNAIZ, 2006).

Aunque son muy diversos los organismos que se utilizan para estudios de

toxicidad aguda, el efecto toxico ha sido con frecuencia estudiado en bacterias,
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mediante la determinacidn de diversas variables indicadoras de toxicidad
(ESPIGARES vy cols., 1990; ESPIGARES vy cols., 1998; ODBERG-FERRAGUT y
cols., 1991; SEGOVIAy cols., 2002).

Un ejemplo claro de lo anteriormente expuesto, lo encontramos en el conocido
Test de Ames, en este se usan sistemas bacterianos para detectar la toxicidad
genética con un ensayo de mutagenicidad usando Salmonella typhimurium y, en
menor medida, la cepa WP2 de Escherichia coli. Estudios realizados a mediados de
la década de los 80 demostraron que sélo dos cepas del sistema Salmonella
typhimurium (TA98 y TA100) bastaban para detectar aproximadamente el 90 % de
los mutagenos de Salmonella typhimurium conocidos (AMES y cols., 1975).

Los modelos bacterianos muestran la toxicidad aguda de numerosas
sustancias quimicas. Clostridium sp. y Pseudomonas putida se han utilizado para
demostrar el efecto toxico de tres liquidos ibnicos miscibles en agua, mediante la
medida del crecimiento (NANCHARAIAH y FRANCIS, 2015).

Se ha estudiado la toxicidad inducida en Bacillus sp. L14 por la presencia de

los metales pesados divalentes (GUO y cols., 2010).

Varias cepas de Escherichia coli K12 se han utilizado para estudiar la
mutagénesis de tres monoterpenes, ya que aunque los monoterpenos eran
realmente genotoxicos, cuando se aplicaron en dosis bajas estimularon los
mecanismos de reparacién del ADN y actuaron como antimutagénicos (NIKOLIC y
cols,. 2015).

En el campo de los sensores microbianos electroquimicos se usan
microorganismos con actividad enzimatica para la deteccién de pesticidas, productos
industriales y otros contaminantes de las aguas que son contaminantes ambientales
frecuentes de Pseudomonas putida (CAMPUZANO, 2011).

En el funcionamiento de una estacion depuradora de aguas residuales

(EDAR) se usan ensayos microbiolégicos para la medida de la inhibicion quimica o
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de la toxicidad letal. El control y seguimiento de la calidad del agua debe emplear
organismos de diferentes niveles tréficos mediante ensayos en los que se combinen
distintos métodos biolégicos de deteccion de la toxicidad, como puedan ser ensayos
de letalidad con peces, rotiferos o crustaceos, test de inhibicion del crecimiento
bacteriano con Pseudomonas putida, etc (ISAC y ARNAIZ, 2006).
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1.3. HORMESIS

1.3.1. Historia de la hormesis

Hormesis, palabra que proviene del griego, que significa excitar, estimular, es
el fendmeno de respuesta a dosis, caracterizado por una estimulacién por dosis baja

y una inhibicion para dosis altas (GEMA y cols., 2009).

Se puede decir que Rudolf Ludwig Karl Virchow (1821-1902), médico aleman,
antropdlogo, activista de la salud publica, patologo, prehistoriador, biélogo y politico,
fue el primer descriptor de lo que estamos definiendo como hormesis. Virchow en
1854, observo un aumento de la actividad ciliar en el epitelio traqueal postmorten,
debido al hidroxido de sodio y potasio a concentraciones bajas, y una disminucién
de dicha actividad, dependiente de la concentracion, hasta llegar a detenerse a
concentraciones mas altas (HENSCHLER, 2006).

Hugo Schulz (1853-1932), farmacdlogo de la Universidad de Greifswald,
Alemania, demostro en 1887 que bajas dosis de sustancias con reconocidos efectos
desinfectantes (mercurio, fenol, formaldehido, entre otros) estimulaban el
crecimiento y respiracion de algunas levaduras pero a dosis altas eran capaces de
inhibir estos procesos (CALABRESE, 2015b).

Asi Hugo Schulz junto con Rudolf Arndt, psiquiatra apasionado de la
homeopatia, desarrollaron el concepto de dosis-respuesta integrada y este concepto
derivo en la ley de Arndt-Schulz que se extendia a diferentes modelos bioldgicos.

Esta ley enuncia lo siguiente:

“La accion fisiolégica de una célula resulta aumentada o disminuida en

relacion con la intensidad del estimulo”

“Las estimulaciones débiles aumentan la capacidad vital, las fuertes la frenan

y las exageradas la eliminan”
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Los defensores de la homeopatia usaron la ley de Arndt-Schulz para defender
y justificar los principios de la misma y aunque Schulz se postulé en contra de los
dos principales paradigmas de la homeopatia como son, el principio de la alta
potencia de las diluciones y el principio similia similibus, esto no impidié que su
nombre se asociase con ésta a través de la mencionada ley de Arndt-Schulz (GEMA
y cols., 2009).

La asociacion que se produjo entre la homeopatia y la hormesis fue lo que
provoco que se marginalizara esta ultima entre los investigadores del campo de las

ciencias biomédicas.

Mas adelante el término hormesis fue usado por primera vez en 1943 por
Chester Southam y John Ehrlich. Estos investigadores estudiaban los efectos de los
extractos de cedro rojo en el metabolismo de un numero de cepas de hongos e
informaban que bajas dosis de dicho extracto, aumentaban el metabolismo de los

hongos de la madera, mientras dosis elevadas lo inhibian (CALABRESE, 2008a).

A finales de la década de los 70 del pasado siglo los trabajos sobre hormesis
fueron aumentando. Diferentes disciplinas bioldgicas y biomédicas documentaban
este tipo de observaciones, apareciendo en el campo de la epidemiologia las curvas
U en varias condiciones de salud, especialmente aquellas relacionadas con el

consumo de alcohol y enfermedades cardiovasculares (CALABRESE, 2008c).

En la década de los 80 los términos hormesis u hormético se citaron entre 10
y 15 veces al afio en la base de datos Web of Science. En 2010, esos términos se
citaron mas de 3.000 veces en esta base de datos. Ademas, durante la pasada
década estos términos también se integraron en libros de texto lideres en
farmacologia y toxicologia como son los de los autores Calabrese, Eaton, Klaassen
y Beck, mientras que en los ultimos afios se han dedicado cinco libros a aspectos
relacionados con la hormesis de autores como LeBourg, ElI Ratan, Mattson,
Calabrese, Sanders, Elliott y Stebbing (CALABRESE, y cols., 2012).
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En las ultimas décadas Calabrese y algunos colaboradores de la Universidad
de Massachusetts retomaron el tema con numerosos articulos publicados en
prestigiosas revistas cientificas, conferencias, talleres de trabajo y un boletin virtual
(GEMA Yy cols., 2009).

Solo en 2013 y 2014 los términos hormesis y hormético fueron citados mas de
6000 veces, dandose un incremento de mas de 600 veces al afio. Este aumento es
generalizado, afectando a areas bioldgicas y biomédicas. Se han publicado nuevos
libros sobre hormesis desde diferentes perspectivas de autores como Costantini,
Elliott, Krenz, Le Bourg y Rattan, lo que refleja la amplia gama de interés e

implicaciones.

Asimismo, la hormesis ha sido un foco de numerosos simposios de
conferencias dentro de diferentes sociedades cientificas profesionales (p. €j.,
Sociedad de Toxicologia, Sociedad de Analisis de Riesgos, Sociedad Quimica
Americana, Sociedad Fisica de la Salud, Sociedad Nuclear Americana, etc.), y el
enfoque de varios numeros especiales de revistas recientes (p. ej., Journal of Cell
Communication of Signaling, 2014; Homeopathy, 2015) y la fundacion de un
programa de doctorado en Alemania (Friedrich-Schiller, Universidad de Jena) sobre

mecanismos horméticos moleculares (CALABRESE vy cols., 2015).

Existen estudios que desafian la creencia del modelo de umbral en toxicologia
y otras areas de la biologia, que implica relaciones dosis-respuesta y proporcionan
un fuerte apoyo para el desarrollo del efecto hormético, como modelo bifasico dosis-
respuesta caracterizado por una estimulaciéon a bajas dosis y una inhibicion a altas
dosis. Estos hallazgos pueden afectar a numerosos aspectos de la toxicologia,
biologia y la investigacion biomédica relacionada con las relaciones dosis-respuesta,
incluida la del disefio del estudio, la evaluacion de riesgos, asi como las estrategias
de quimioterapia (CALABRESE y BLAIN, 2011).
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En 2005, Calabrese y Blain publicaron los resultados de una base de datos
con una evaluacién detallada, que contenia cerca de 5000 respuestas a las dosis
horméticas. Los resultados indicaron que las respuestas a dosis horméticas fueron
observadas en una amplia gama de modelos bioldgicos, es decir, desde la planta
hasta el ser humano, que se producen en mas de un conjunto de criterios de
valoracion biologica y a través de una amplia variedad de clases quimicas
(CALABRESE y BLAIN, 2011).

1.3.2. Concepto de hormesis

Cuando se estudian los efectos sobre la salud y el medioambiente de los
contaminantes interesa conocer la relacion dosis-respuesta, asi como diversos
niveles tales como el nivel umbral, dosis letal 50 (DLso), nivel de efecto adverso mas
bajo observado (lowest observed adverse effect level, LOAEL), o el nivel de efecto

adverso no observado (no observed adverse effect level, NOAEL).

Para poder estudiar esta relacion dosis-respuesta podemos simplificar
considerando dos tipos de curvas de crecimiento: las de crecimiento positivo y las de

crecimiento negativo (mortalidad o decrecimiento).

En las curvas de crecimiento positivo, a partir de un pequefio inoculo se
produce el crecimiento bacteriano. Aunque puede haber una fase de latencia, de
adaptacion al medio caracterizada por una minima velocidad de crecimiento, la curva

es exponencial durante la fase de crecimiento (figura 3).
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Ln {N./No)

Tiempo

Figura 3. Curva de crecimiento positivo.

Un ejemplo practico de esta curva de crecimiento estaria representado por
una herida quirurgica o traumatica que se contamina, comenzando la infeccion con
un pequeno indculo. En este caso la desinfeccién se realiza incorporando el

antiséptico casi simultaneamente al indculo.
Esta situacion es la mas ventajosa para la desinfeccion:

- Se pueden utilizar desinfectantes bactericidas, que eliminarian los

microorganismos del indculo, y por lo tanto no progresaria la infeccion.

- También seran utiles los desinfectantes bacteriostaticos, ya que aunque no

destruyan a los microorganismos del indculo, la infeccion no progresa (figura 4).
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Figura 4. Accién de un desinfectante bacteriostatico sobre la curva de crecimiento.

En el caso de los desinfectantes bacteriostaticos es muy importante la
velocidad de inactivacion del desinfectante. Los que tienen muy baja velocidad de
inactivacion resultaran eficaces, teniendo en cuenta el producto C-t y lo establecido
en el modelo de Lambert y Johnston (LAMBERT y JOHNSTON. 2000).

Por otro lado tenemos las curvas de crecimiento negativo que son las mas

utilizadas en el estudio de los biocidas.

Sobre un gran numero de microorganismos se aplica un biocida para
conseguir la muerte del microorganismo patégeno. Se explica mediante los modelos
de Chick-Watson y Lambert-dohnston (LAMBERT y JOHNSTON. 2000).

Un ejemplo practico de esta curva de decrecimiento estaria representado por
una herida quirurgica o traumatica que se presenta en un avanzado estado de

infeccidn, sobre la que realizamos una cura aplicando un antiséptico (figura 5).
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Figura 5. Curva de decrecimiento por efecto de un desinfectante bactericida y efecto de un

desinfectante bacteriostatico.

En este caso no seria efectiva la aplicacion de un antiséptico bacteriostatico,
ya que se hace imprescindible reducir el numero de microorganismos patégenos, y

esto exige la utilizacion de un bactericida.

Estas curvas de crecimiento hacen referencia al uso de biocidas a
concentraciones superiores al LOAEL y NOAEL con las que se consigue el efecto
por el que se aplica la sustancia biocida en si, para conseguir eliminar los

microorganismos que producen dicha infeccion.

Habitualmente no se estudian los posibles efectos de concentraciones
inferiores a los niveles umbral, LOAEL y NOAEL, sin embargo, en diversos téxicos
se ha descrito un efecto estimulante a concentraciones inferiores al nivel NOAEL,

fendmeno para el que se creod el término "hormesis" (STEBBING, 1982).

Existe un planteamiento en el cual se afirma, que el modelo de respuesta

fundamental en las ciencias biolégicas, incluida la toxicologia, es la relacion dosis-
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respuesta hormética, esta relacion puede definirse como una estimulacion a dosis
bajas y una inhibicion a dosis altas, es decir, una relacién de dosis-respuesta
bifasica. La representacion grafica de esta relacion puede ser una respuesta en
forma de U invertida o en forma de J (figura 6).

Ambos tipos de respuestas generales son ejemplos de relaciones dosis-
respuesta hormética (CALABRESE, 2015c).

Response

Response

Dose

Figura 6. Formas generales de la respuesta hormética.
(Fuente: CALABRESE, 2015c)

A - Forma mas comun de respuesta hormética, que representa respuesta estimulada a dosis bajas e
inhibida a dosis altas, es caracteristica la curva en forma de U invertida.
B - Curva de respuesta hormética, en forma de J o U, que representa la cuantificacion de un efecto

adverso en relacion a la dosis.
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Asi pues, hay numerosas sustancias que a concentraciones inferiores al
NOAEL producen hormesis y se habla de curvas U o J y U o J invertidas, para
representarlas como podemos observar en la figura 7.
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Figura 7: Ejemplos representativos de relaciones dosis-respuesta hormética.
(Fuente: CALABRESE 2008f)
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La curva dosis-respuesta en forma de "U" se ha descrito cualitativamente en
publicaciones (DAVIS, 1990; STEBBING, 1982), sobre la base de datos de hormesis
quimica de CALABRESE y BALDWIN, (1997), se ha proporcionado una descripcidon
cuantitativa de la forma mas comun de esta curva con respecto a su magnitud y

rango de respuesta estimulante y relacion con el tradicional NOAEL (figura 8).

Maximum stimulation
averages 30-60% > control

K’

= 4- to 5-fold Estimated high NOEL
7 >\ (ZEP)

=]

s - :

@ - LOEL

= Hormetic Zone ‘{

averages 10-fold

DOSE

Figura 8. Relacion dosis-respuesta que muestra las caracteristicas cuantitativas de la hormesis.
(Fuente: CALABRESE y BALDWIN, 1998)

Desde una perspectiva evolutiva, este proceso de hormesis otorga una
ventaja a un organismo que primero encuentra una concentracion diluida de una
sustancia toxica antes de encontrar una forma mas concentrada y amenazante de la
sustancia toxica. La respuesta de adaptacion o preacondicionamiento inducido
muestra la respuesta de dosis en forma de U invertida (CALABRESE y cols., 2007).

Basandonos en lo mencionado anteriormente podemos decir que la hormesis
es una relacion dosis-respuesta caracterizada por un efecto de estimulacién a bajas

dosis y de inhibicion a altas dosis. La dosis-respuesta hormética ha sido tipicamente
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representada en graficas como una U o J invertida, dependiendo del efecto que se
esté evaluando. Una amplia variedad de agentes fisicos, quimicos y bioldgicos
exhiben dosis-respuesta hormética; por ejemplo algunos metales pesados,
plaguicidas, antibiéticos, antineoplasicos, etanol, aldehidos, cloroformo, sustancias
pro-oxidantes, vitaminas, trazas de elementos metalicos y radiaciones ionizantes
(GEMA y cols., 2009).

1.3.3. Estudios sobre el efecto hormético

Los estudios sobre el efecto hormético no son muy habituales, pero los
realizados hasta ahora indican que es un fenomeno bastante frecuente, apareciendo
que la relacion dosis-respuesta no es lineal (STEBBING, 2000; CALABRESE vy
BALDWIN, 2002 y 2003a; CALABRESE, 2008a,b,c,d,e,f,g).

Los resultados mostrados hasta ahora sugieren que la hormesis tiene una
gran importancia en el campo de la salud ambiental y la salud publica (THAYER y
cols., 2005; COOK y CALABRESE, 2006).

En el campo de la salud publica, un factor estudiado ha sido el ejercicio fisico
en el que se observa hormesis. Considerando el estrés oxidativo se muestra que un
ejercicio fisico escaso o excesivo tienen un efecto negativo sobre la salud, mientras
que un ejercicio normal reduce el estrés oxidativo, protege frente a la aparicion y
progresion de enfermedades, y mejora el rendimiento y la calidad de vida
(PINGITORE y cols., 2015).

En otro estudio se evalud el riesgo de dafo del ADN en los linfocitos de
mujeres embarazadas con respecto al estado hormonal y nutricional y a la
contaminacion del aire, y se observa que el efecto protector de los contaminantes
atmosféricos es un efecto hormético cuando las concentraciones no exceden los
niveles admisibles (KALEMBA-DROZDZ, 2015).
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Actualmente despierta un gran interés y una gran controversia la posible
existencia de hormesis en la exposicion a radiaciones ionizantes (CALABRESE,
2015a).

Aunque generalmente se acepta una hipotesis "lineal, sin umbral”, recientes
estudios muestran que una exposicion a bajas dosis causaria un efecto protector, de
forma que los datos experimentales disponibles apoyarian la evidencia creciente de
no linealidad en los efectos biolégicos de las radiaciones ionizantes a bajas dosis
(SOKOLOV y NEUMANN, 2015).

Incluso, diversos estudios sugieren que, después del tratamiento de
irradiacion, la microbiota humana tendria la capacidad de disminuir los riesgos de

cancer y mejorar la hormesis después de la irradiacion (CLANTON vy cols., 2015).

El efecto hormético también ha sido observado en diversos antibidticos.
Debido al uso intensivo de enrofloxacina y ciprofloxacina en medicina humana y
veterinaria, estas fluoroquinolonas aparecen como contaminantes en ambientes
acuaticos. Se ha evaluado el efecto de estos antibiéticos en plantas de cultivo de las
especies Cucumis, Lactuca, Phaseolus y Raphanus, mediante medida del

crecimiento postgerminativo (MIGLIORE, y cols., 2003).

Las tetraciclinas inducen una respuesta hormética en el crecimiento de la
planta Zea mays (MIGLIORE y cols., 2010), y en la oxytetraciclina también se
demuestra un efecto hormético (CHI y cols., 2014). Bajos niveles de amoxicilina
muestran un efecto hormético en el crecimiento de Microcystis aeruginosa (LIU y
cols., 2015). En el estudio de DAVIES y cols. (2006), se expone que algunos

antibidticos presentan el fendmeno de hormesis.

Otros estudios se han realizado sobre el efecto hormético de desinfectantes.
Un estudio sobre la citotoxicidad de los compuestos o-fenilfenol, o-bencil-p-clorofenol
y p-amilfenol terciario, evidencido un efecto hormético a bajas concentraciones
(DAVOREN y FOGARTY, 2006). Diferentes concentraciones de soluciones acuosas
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de formaldehido producen hormesis en la acetilcolinesterasa en la lombriz Eisenia
andrei (HACKENBERGER vy cols., 2012).

Es bien conocido el efecto téxico de numerosos iones metalicos que se
pueden encontrar como contaminantes ambientales, ya sean de fuentes naturales o
antropogénicas, a causa de la exposicion de las poblaciones humanas a estos
contaminantes (PANG y cols., 2016).

La toxicidad de estos elementos metdlicos se determina por los
procedimientos habituales en toxicologia, que incluyen tests in vitro, estudios de
relacion estructura-actividad, bioensayos en animales y estudios epidemioldgicos
(FAUSTMAN y OMENN, 1975; RICHARDS y BOURGEOIS, 2014).

Existen numerosos estudios que relacionan la hormesis y los metales
(PEREZ-BENITO, 2006); (NORWOOD vy cols., 2007); (RONCHINI y cols., 2015);
(PAGANO y cols., 2015); (DAMELIN y cols., 2000).

Existen relaciones dosis-respuesta bifasicas de tipo hormético en el caso de
mas de 30 péptidos que representan muchas clases peptidicas importantes. Estas
respuestas de dosis bifasicas inducidas por péptidos se producian en una amplia
gama de tejidos, afectando a una gama diversa de puntos finales biolégicos
(CALABRESE y BALDWIN, 2003b).

Algunas de las caracteristicas mas relevantes que podemos encontrar,
relacionadas con la hormesis, se muestran en la tabla 1. Junto con éstas y las
diferentes publicaciones que se han realizado se constata que la hormesis es un

concepto multidisciplinar de gran interés y aplicacion.
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Tabla 1. Caracteristicas de la hormesis.
(Fuente: CALABRESE y cols., 2015)

Las respuestas horméticas se emplean como estrategia reguladora bioldgica general.

Las respuestas horméticas activan, refuerzan y median un gran nimero de procesos

biolégicos, aumentando la adaptabilidad a factores estresantes enddgenos y exdgenos.

Las respuestas horméticas bifasicas regulan y limitan la asignacion de recursos

bioldgicos que conducen a usos éptimos de recursos celulares limitados.

La plasticidad biologica puede ser descrita por las caracteristicas cuantitativas de la

respuesta hormética.

Las caracteristicas cuantitativas de las respuestas horméticas son altamente
conservadas, con observaciones de estrategias similares que van desde

microorganismos a seres humanos.

Las respuestas horméticas actuan en multiples niveles de organizacion bioldgica,

sincronizando e integrando actividades dentro de la misma escala cuantitativa.

Las respuestas horméticas son componentes centrales de las actividades normales de

desarrollo, crecimiento, mantenimiento, reparacion y envejecimiento.

Las respuestas horméticas también pueden ser parte de los procesos de enfermedad

como se observa en las adaptaciones de muchas células tumorales.

La respuesta hormética es un proceso adaptativo bioldgico fundamental que refleja una
funcioén tipo giroscopica celular/metabdlica que proporciona los limites de la plasticidad
con un patréon de respuesta a la dosis flexible pero limitado. Este patréon de respuesta a
la dosis bifasica es independiente de la especie, e individual, independientemente de la
etapa de desarrollo y el género, el punto final medido, el mecanismo y la potencia
inherente de los agentes inductores. La evidencia sugiere que algunas vias horméticas

pueden verse comprometidas en los ancianos.
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2.1. JUSTIFICACION

Con todo lo expuesto anteriormente, podemos decir que la hormesis es un
fendmeno natural que aparece literalmente en todo el espectro bioldégico. Aunque
con otros nombres, ha sido observada en los campos de la medicina, biologia
molecular, farmacologia, nutricion, envejecimiento y geriatria, agricultura,
microbiologia, inmunologia, toxicologia, ejercicio fisico, carcinogénesis, etc. Como
sugieren numerosos articulos de la literatura biomédica, la hormesis es comun vy
tiene alta relevancia clinica. Por tanto, es importante explorar mas ampliamente las
implicaciones de relacion dosis-respuesta bifasica hormética, especialmente por el
impacto que podra tener en las futuras investigaciones biomédicas, el desarrollo de

nuevos medicamentos y el tratamiento a los pacientes (GEMA y cols., 2009).

Muchas sustancias que tienen efecto toxico, cuando se encuentran en las
aguas o alimentos como contaminantes, producen un daino medioambiental y
constituyen un importante riesgo para la salud, como continuamente la OMS nos esta
recordando en sus publicaciones, comunicados de prensa, libros y guias (FAO y
OMS, 2011; OMS, 2015; WHO, 2015; OMS, 2017).

No obstante, el efecto hormético de estas sustancias ensayadas, en bacterias
no ha sido suficientemente evaluado, siendo de gran interés ya que los resultados
de los modelos bacterianos podrian aportar datos extrapolables a la especie

humana, y predecir efectos ambientales.

Por esto desarrollamos este estudio, para determinar si un grupo de
sustancias de conocida toxicidad y que constituyen un factor de riesgo ambiental y

para la salud humana a través del agua y alimentos, presentan efecto hormético.
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3.1. Objetivos

En funcién de lo expuesto anteriormente y teniendo en consideracién que los
estudios que se vienen realizando sobre hormesis cada vez estan adquiriendo
mayor importancia, que existe muy escasa investigacion sobre este fenbmeno en
relacion a sustancias téxicas de interés en salud publica y que dicho efecto en
bacterias no se ha estudiado suficientemente, se han formulado los siguientes

objetivos:

1) Determinar la utilidad de Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli
como modelos bacterianos para investigar la existencia de efecto hormético en

sustancias toéxicas de interés en el ambito de la Salud Publica.

2) Evaluar el efecto hormético de concentraciones sub-inhibitorias, inferiores
al LOAEL, de un grupo de sustancias toxicas potencialmente contaminantes,

mediante estos modelos bacterianos.






MATERIAL Y METODOS
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4.1. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas de referencia utilizadas han sido Pseudomonas
aeruginosa CIP A22 (CCTM la 2774, CECT 4080) y Escherichia coli NCIB 8879
(CECT 405), recomendadas en los métodos normalizados para el estudio de
biocidas (AENOR, 2006; AFNOR, 1995), y obtenidas de la Coleccion Esparola de
Cultivos Tipo (CECT, Universidad de Valencia, Espafia).
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4.2. Sustancias ensayadas

Las sustancias utilizadas en la investigacion han sido:

DESINFECTANTES

o Clorhexidina al 0.5%, en forma de Digluconato de Clorhexidina
(Laboratorios Grifols).

o Povidona iodada al 10% (Betadine® solucién dérmica).

o Cloruro de Benzalconio (Sigma-Aldrich).

METALES PESADOS
o Bario, en forma de cloruro de bario, BaCl2.2H20 (Merck®).
o Cadmio, en forma de cloruro de cadmio, CdCl2 (Sigma-Aldrich®).
o Mercurio, en forma de cloruro de mercurio Il, HgCl2 (Panreac®).

o Plomo, en forma de cloruro de plomo II, PbCl2 (Panreac®).

METALES ESENCIALES

o Manganeso, en forma de sulfato de manganeso Ill, MnSO4.H20
(Scharlau Chemie S.A.®).

o Molibdeno, en forma de molibdato sodico, Na2MoO4.2H20 (Sigma-
Aldrich®).

ANIONES
o Fluor, en forma de fluoruro sédico, NaF (Panreac®).

o Nitrito, en forma de nitrito sédico, NO2Na (Probus®).
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TRIHALOMETANO

o Bromodiclorometano (Aldrich®).

HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS
o Benzo[a]pireno (Sigma®).
o Benzo[alantraceno (Sigma®).

o Benzo[e]pireno (Sigma®).

ANTIBIOTICOS
o Tetraciclina (USB®).

o Cefalotina (Sigma®).

MEDICAMENTOS
o Ibuprofeno (Sigma-Aldrich®).

o Acido acetilsalicilico (Sigma-Aldrich®).
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4.2.1. Concentraciones iniciales de uso

Se establece una concentracion inicial en la que se observa inhibicién en las
dos cepas usadas en el estudio, en funcion de datos previamente publicados y
ensayos iniciales, para establecer una concentracion proxima al LOAEL. Estas
concentraciones se pueden observar en la tabla 2, destacando que para los
desinfectantes hemos mantenido las concentraciones iniciales establecidas en el
trabajo publicado MORALES FERNANDEZ y cols. (2014) (anexo ).

También establecemos las concentraciones de 800 ug/mL para los metales
y aniones, con P. aeruginosa y E. coli, excepto en el caso del mercurio cuya
concentracion inicial fue menor debido a su mayor toxicidad, como observamos en
la tabla 2.

Con el resto de sustancias ensayadas se establece una concentracion inicial
de 25 yg/mL, para P. aeruginosa y E. coli, en donde se observa dicha inhibicién en
ambos microorganismos, excepto para cefalotina en ambos microorganismos y
tetraciclina en E. coli, en las que se usa una concentracién menor, debido a su
mayor poder de inhibicion. Al contrario sucede con el 4cido acetilsalicilico frente a

E. coli, en la que se utiliza una concentracion mayor (tabla 2).
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Tabla 2. Concentraciones iniciales de cada biocida para

cada microorganismo.

P. aeruginosa | E. coli
SUSTANCIAS
(Mg/mL) (Mg/mL)

Clorhexidina 9.76 -
Povidona Yodada 195.31 -
Cloruro de benzalconio 19.53 -
Bario 800 800
Cadmio 800 800
Mercurio 3.125 3.125
Manganeso 800 800
Molibdeno 800 800
Flaor 800 800
Plomo 800 800
Nitrito 800 800
Bromodiclorometano 25 25
Benzo[a]pireno 25 25
Benzo[a]antraceno 25 25
Benzole]pireno 25 25
Tetraciclina 25 0.048
Cefalotina 0.391 0.391
Ibuprofeno 25 25
Acido acetilsalicilico 25 100
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4.3. Medios de cultivo

Para el aislamiento y preparacion de las cepas se han utilizado los medios

comunes agar MacConkey y agar y caldo BHI (brain heart infusion).

Para los ensayos de toxicidad se ha utilizado el medio minimo VBGT (Vogel-
Bonner con glucosa y timina), con objeto de evitar en la mayor medida posible la
presencia de sustancias interferentes (DAVIES y cols., 1980; MARON y AMES,
1983; NEIDHART vy cols., 1974).

4.3.1. Medio VBGT

El medio VBGT se prepara a partir de una solucion 20 veces concentrada de
sales y la adicion de la cantidad correspondiente de glucosa y timina (ESPIGARES
y cols., 1990; ESPIGARES vy cols., 1998; MARON y AMES, 1983; NEIDHARDT y
cols., 1974).

4.3.1.1. Sales Vogel-Bonner 20xVB

Sulfato de magnesio (SO4Mg.7H20) 0.1972 g
Acido citrico monohidratado 2.1014 g
PO4HK:2 anhidro 12.7152 g
PO4NH4HNa.4H20 3.5542 g
H20 estéril. (45°C) c.s.p. 50 mL

Ajustar pH 7.2, esterilizacion con autoclave 20 min., a 121°C.

4.3.1.2. Solucién Glucosa - Timina

D-(+)-glucosa 20
Timina 0.05 g
H20 estéril c.s.p. 50 mL

Esterilizacion por filtracion.
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4.3.2. Medio VBGT simple

Se prepara para realizar los precultivos, anadiendo en condiciones de

esterilidad las cantidades que se indican en la tabla 3.
4.3.3. Medio 4xVBGT

Se usa en los ensayos de medida del crecimiento, preparado en condiciones

de esterilidad, como se indica en la tabla 3.

Se prepara cuatro veces concentrado ya que al afiadir el medio al pocillo de la
placa microtituladora, junto con los otros componentes de la experiencia, el medio

sufre una dilucion 1/4, como se explica a continuacion en el procedimiento.

Tabla 3. Preparacion del medio VBGT simple y 4xVBGT

Medio simple 4xMedio
(mL) (mL)
Sales 20xVB 0.5 2
Glucosa - Timina 0.5 2
H20est.c.s.p. 10 mL 9 6
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4.4. Procedimiento

Para los ensayos se utilizan placas de microtitulacion (microplacas) de fondo
plano estéril de 96 pocillos (figura 9). Cada ensayo se ha repetido al menos 4 veces

con objeto de aumentar la potencia estadistica de los datos.
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Figura 9. Microtiter: Microplaca de microtitulacion estéril de 96 pocillos con fondo plano.

En cuanto a las concentraciones de sustancias ensayadas, a partir del doble
de la concentracion maxima indicada en la tabla 2, se preparaban 10 diluciones
seriadas 1/2. Se procede asi porque la solucién de téxico sufre una nueva dilucion 1/2

al anadir el medio de cultivo y la suspension bacteriana.

Los precultivos para P. aeruginosa y E. coli se preparaban en tubos con 10 mL
de medio VBGT simple, y una vez inoculados se incubaban a 37 °C durante 18 horas.
Tras este periodo de incubacion se media la densidad 6ptica a 630 nm (DOe30) y se
ajustaba a 0.05 con medio de cultivo VBGT simple.

En tubos Eppendorf, con las diluciones de sustancias preparadas, se anaden
las cantidades correspondientes de medio de cultivo, suspensién bacteriana vy

sustancia a experimentar, segun se especifica en las tablas 4 y 5.
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Tabla 4. Preparacion de los controles.
Contenido Cantidad (pL)
Medio de cultivo VBGT (x4) 75
Suspensién de microorganismo “X’
H2Qest. €.s.p. 300 pL 225 - X’
TOTAL 300

Tabla 5. Preparacion de los toxicos.

Contenido Cantidad (uL)
Sustancia a experimentar 150
Medio de cultivo VBGT (x4) 75
Suspension de microorganismo X’
H2Qest. €.s.p. 300 pL 75 -X
TOTAL 300

X = Cantidad de microorganismo en suspension, obtenida de los precultivos, medido con una

densidad o6ptica a 630 nm y ajustado a 0.05.

Basandose en la norma AFNOR NF T 72-150, se adaptan los volumenes para
su realizacién en microplaca (AFNOR, 1995). Se afiade un volumen final de 200 pL

en cada pocillo.

Las medidas de crecimiento se realizaron mediante lecturas

espectrofotométricas a 630 nm (Multiskan EX, Thermo Scientific).

Después de medir la absorbancia inicial (Ao), se incubaba la placa microtiter
a 37 °C y se media la absorbancia cada hora durante 6 horas, periodo que

corresponde a la fase de crecimiento exponencial.
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A partir de los valores de absorbancia se calculaba el numero de
generaciones (g) y la tasa de crecimiento instantaneo (u), de acuerdo con las

siguientes expresiones:
g=In(At/Ao)/In2

H=1In (At/ A1)

Donde Ao es la absorbancia inicial, At es la absorbancia a tiempo t, y At1 es

la absorbancia del cultivo en la hora anterior.

En ambas cepas bacterianas, P. aeruginosa y E. coli, las curvas de
crecimiento de cada toxico y concentracion se obtienen con el valor medio de g
para cada hora de crecimiento. El numero de generaciones permite construir las
curvas de crecimiento eliminando el efecto de las diferencias en las absorbancias

iniciales.
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4.5. Analisis estadistico

Para el estudio del efecto hormético hemos utilizado las variables

concentracion y velocidad de crecimiento.

La variable concentracién de toxico es transformada, usando el logaritmo
neperiano del valor mas 1 (q) como la transformacion mas comun para incluir los
valores 0 y para estabilizar las varianzas. Esta transformacion se ha utilizado como

variable independiente para el analisis estadistico de la posible hormesis.

Como variable dependiente se ha utilizado otra variable transformada (),
obtenida del valor medio de p a las 3, 4 y 5 horas de cultivo, intervalo de tiempo

que corresponde a la fase exponencial de crecimiento (fase logaritmica).

Simplificando algunos modelos complejos que proponen diversos autores
para la demostracién de hormesis (BAILER y ORIS, 2000; BELZ y PIEPHO, 2015;
DETTE vy cols., 2011; HUNT y BOWMAN, 2004), hemos utilizado modelos de
regresion cuadratica y cubica (MORALES FERNANDEZ vy cols., 2014), lo que

facilita el analisis estadistico. Los modelos utilizados han sido los siguientes:

W =ao+a1q+az2q?

W =ao+arq+azqg’>+asq®

El modelo elegido para cada téxico ha sido el modelo cuadratico, si era
estadisticamente significativo y mostraba mejor coeficiente de correlacién (R?) que
la regresion lineal, esta ultima por ser la mas frecuentemente utilizada en

toxicologia para los estudios de la relacion dosis-respuesta.

Para calcular el nivel de efecto adverso mas bajo observado (LOAEL)
tomamos los valores medios de pL. EI LOAEL es la concentracion mas baja que

muestra diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el control.
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Para el analisis de las diferencias entre variables, se aplicé la prueba t de
Student para dos muestras independientes, con significacién en p < 0.05.

Los analisis estadisticos de los datos se realizaron utilizando el software IBM
SPSS Statistics version 23 (IBM Corp., Armonk, Nueva York).



RESULTADOS
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5.1. Desinfectantes

Por un lado, con los desinfectantes usados en el trabajo MORALES
FERNANDEZ y cols. (2014) (anexo ), procedemos como se expone en la

metodologia del citado trabajo.
Se han utilizado cuatro variables:
a) Velocidad de crecimiento (p).

b) Velocidad de crecimiento de la fase exponencial (p.), obtenida del valor
medio de p a las 3, 4, 5 y 6 horas de cultivo, es decir so6lo los valores que
corresponden a la fase de crecimiento exponencial; desestimando asi la fase inicial

de retardo y la fase estacionaria.

c) Numero de generaciones (g), durante las primeras 9 horas de cultivo, se

obtiene la curva de crecimiento para cada concentracion y sustancia ensayada.

d) Variable transformada de la concentracion (q), obtenida del logaritmo
neperiano de la concentracion mas 1, con objeto de no dejar excluidos los valores
0.

Con las variables q y todos los valores de y a las 4, 5y 6 horas de cultivo se

ha obtenido el modelo cubico, que permite la observacion de un efecto hormético.

De igual forma se ha ampliado el estudio con los desinfectantes presentados
en el trabajo del anexo | y se ha procedido con las variables g y todos los valores
de y alas 3, 4 y 5 horas de cultivo, y hemos obtenido modelo cuadratico que
también permite la observacién de un posible efecto hormético, ademas se ha
obtenido el modelo lineal por ser éste el habitualmente utilizado en los estudios de
dosis-respuesta, esta es la metodologia que se ha continuado con el resto de

sustancias ensayadas.

En la representacion grafica del modelo cuadratico se ha representado la

linea de referencia que representa el valor de p. cuando la concentracion es cero
(q=0).
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En las tablas 6, 7 y 8 se representa el valor medio de velocidad de
crecimiento (YL) para las concentraciones de cada sustancia ensayadas en

Pseudomonas aeruginosa.

En las figuras se representan graficamente las curvas de crecimiento para
P. aeruginosa a distintas concentraciones de los desinfectantes usados en el
trabajo del anexo I. Las curvas de crecimiento muestran el numero de generaciones
de P. aeruginosa durante 9 horas de cultivo a diversas concentraciones de cada

desinfectante, tratando de utilizar concentraciones subinhibitorias.
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5.1.1. Digluconato de clorhexidina

La concentracion 0.610 yg/mL es con la que observamos el mayor valor de
UL, siendo de 0.244 + 0.144 para dicha concentracién y 0.301 + 0.167 para el control
alas 4, 5y 6 horas y de 0.194 £ 0.080 para la concentracion mencionada y
0.225 £ 0.093 para el control correspondiente en el periodo de 3, 4 y 5 horas
(tabla 6).

Como puede observarse en la figura 10, el digluconato de clorhexidina
produce una inhibicion completa del crecimiento de P. aeruginosa a concentracion
maxima ensayada de 9.77 pg/mL y todas las curvas de crecimiento se encuentran

por debajo de la curva control.

El modelo cubico de hormesis es significativo (p<0.0001) con un coeficiente
de determinacion R? = 0.138 (figura 11).

El modelo cuadratico y lineal también son significativos pero con un

coeficiente de correlacion inferior al del modelo cubico (figura 12).
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TABLA 6. Valor medio de velocidad de crecimiento () para las concentraciones

de digluconato de clorexidina ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Copcentracién Velocidad Velocidad
digluconato Concentracion 'de. .de.
de crecimiento | SD Ss | crecimiento | SD Ss
clorhexidina Ln (C +1) (ML) (')
(ug/mL) 4,5y 6 horas 3,4y 5 horas
0 0 0.301 0.167 - 0.225 0.093 -
9.766 2.376 0.026 0.060 | 0.000 0.030 0.059 | 0.000
4.883 1.772 0.035 0.050 | 0.000 0.029 0.044 | 0.000
2.441 1.236 0.159 0.129 | 0.000 0.106 0.079 | 0.000
1.221 0.798 0.235 0.148 | 0.041 0.175 0.097 | 0.007
0.610 0.476 0.244 0.144 | 0.024 0.194 0.080 | 0.027
0.305 0.266 0.204 0.139 | 0.003 0.170 0.071 | 0.002
0.153 0.142 0.178 0.114 | 0.000 0.163 0.188 | 0.001
0.076 0.073 0.191 0.088 | 0.000 0.179 0.063 | 0.02
0.038 0.037 0.200 0.089 | 0.000 0.172 0.077 | 0.007

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 10. Curvas de crecimiento (numero de generaciones) de Pseudomonas

aeruginosa para varias concentraciones de mayor relevancia de digluconato de

clorhexidina.
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FIGURA 11. Ajuste al modelo cubico de la zona hormética para digluconato de

clorhexidina frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cubico: pL = 0.284 - 1.307q + 4.38¢? - 3.5419%; R? =0.138; p < 0.000

Velocidad de crecimiento: variable transformada uL que corresponde al valor medio

de la velocidad de crecimiento a las 4, 5 y 6 horas de cultivo.

Concentracion: se ha analizado la zona hormética correspondiente a los valores de

concentracion inferiores a 2 ug/mL (q < 1).
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FIGURA 12. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de la zona

hormética para digluconato de clorhexidina frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cuadratico: pyL = 0.16 + 0.124 q — 0.135 g%, R2 =0.092; p < 0.0001
Regresion lineal: R? =0.041; p = 0.002

Se ha utilizado sélo los valores de concentracion < 4 ug/mL, eliminando las

concentraciones que producen una total inhibicién.
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: g = 0; yL = 0.160

Velocidad de crecimiento: valores de velocidad de crecimiento (u) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.1.2. Povidona yodada

La concentraciéon 12.207 ug/mL es con la que observamos el mayor valor de
ML, siendo de 0.235 + 0.122 con 0.301 £ 0.167 para el control alas 4, 5y 6 horas y
de 0.187 + 0.086 con 0.225 + 0.093 para el control correspondiente al periodo de
3,4y 5 horas (tabla 7).

En lafigura 13, se observa que la povidona yodada no produce una inhibicién
total del crecimiento de P. aeruginosa a concentracibn maxima ensayada de
195.31 ug/mL. Y al igual que con clorhexidina todas las curvas de crecimiento se

encuentran por debajo de la curva control.

El modelo cubico de hormesis es significativo (p<0.0001) con un coeficiente
de determinacién del 20% (R? = 0.200) (figura 14).

El modelo cuadratico y lineal también son significativos pero al igual que en
el caso de la clorhexidina, el coeficiente de correlacion es inferior al del modelo

cubico (figura 15).
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TABLA 7. Valor medio de velocidad de crecimiento () para las concentraciones

de povidona yodada ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion Velocidad Velocidad
povidona Concentracion 'de. .de.
yodada crecimiento | SD Ss | crecimiento | SD Ss
Ln (C +1) (1) ()
(hg/mL) 4,5y 6 horas 3,4y 5 horas
0 0 0.301 0.167 - 0.225 0.093 -
195.313 5.280 0.063 0.105 | 0.000 0.049 0.072 | 0.000
97.656 4.592 0.209 0.149 | 0.012 0.161 0.120 | 0.002
48.828 3.909 0.236 0.190 | 0.043 0.160 0.126 | 0.007
24.414 3.235 0.236 0.179 | 0.040 0.170 0.110 | 0.002
12.207 2.581 0.235 0.122 | 0.002 0.187 0.086 | 0.005
6.104 1.961 0.221 0.151 | 0.011 0.147 0.079 | 0.000
3.052 1.399 0.176 0.106 | 0.000 0.147 0.083 | 0.000
1.526 0.927 0.193 0.073 | 0.000 0.170 0.072 | 0.005
0.763 0.567 0.173 0.052 | 0.000 0.142 0.066 | 0.003

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 13 Curvas de crecimiento (numero de generaciones) de Pseudomonas

aeruginosa para varias concentraciones de mayor relevancia de povidona yodada.
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FIGURA 14. Ajuste al modelo cubico de hormesis para povidona yodada frente a

Pseudomonas aeruginosa.

Growth rate

0o 1,00 200 3,||:u:| 400 500 §,00
Concentration (q)
Modelo cubico: pL = 0.286 - 0.174q + 0.095¢2 - 0.013¢3; R? = 0.200; p < 0.000

Velocidad de crecimiento: variable transformada uL que corresponde al valor medio

de la velocidad de crecimiento a las 4, 5 y 6 horas de cultivo.

Concentracion: se han incluido en el modelo todas las concentraciones ensayadas.
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FIGURA 15. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para povidona iodada frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cuadratico: pyL = 0.117 + 0.052 g — 0.011 g% R? = 0.075; p < 0.0001

Regresion lineal: R = 0.027; p = 0.005

Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; yL = 0.117

Velocidad de crecimiento: valores de velocidad de crecimiento (u) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.1.3. Cloruro de benzalconio

La concentracion 1.221 ug/mL es la que nos da un valor de py. mayor en

ambos casos, como puede observarse en la tabla 8.

En la figura 16 se ve una inhibicion completa del crecimiento de
P. aeruginosa a concentracion maxima ensayada de 19.53 uyg/mL. Y también
observamos que las curvas de crecimiento de P. aeruginosa, todas se encuentran

por debajo de la curva control.

Los tres modelos, cubico (figura 17), cuadratico y lineal (figura 18), son
significativos (p < 0.0001), aunque el que mejor coeficiente de correlacion presenta

es el modelo cubico con (R? = 0.178).
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TABLA 8. Valor medio de velocidad de crecimiento () para las concentraciones

de cloruro de benzalconio ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion Velocidad Velocidad
bcélr?;:rlgodnei:o Concentracion crecicrlr?iento SD Ss crecicrlneiento SD Ss
Ln(C +1) (") (™)
(hg/mL) 4.5y 6 horas 3,4y 5 horas
0 0 0.301 0.167 - 0.225 0.093 -

19.531 3.022 0.007 0.018 | 0.000 0.006 0.018 | 0.000
9.766 2.376 0.012 0.032 | 0.000 0.013 0.032 | 0.000
4.883 1.772 0.141 0.131 | 0.000 0.104 0.093 | 0.000
2.441 1.236 0.178 0.154 | 0.000 0.134 0.106 | 0.000
1.221 0.798 0.233 0.199 | 0.009 0.171 0.089 | 0.000
0.610 0.476 0.182 0.170 | 0.000 0.129 0.097 | 0.000
0.305 0.266 0.152 0.128 | 0.000 0.119 0.091 | 0.000
0.153 0.142 0.198 0.079 | 0.000 0.163 0.080 | 0.002
0.076 0.074 0.189 0.082 | 0.000 0.149 0.067 | 0.002

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 16. Curvas de crecimiento (nUmero de generaciones) de Pseudomonas

aeruginosa para varias concentraciones de mayor relevancia de cloruro de

benzalconio.
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FIGURA 17. Ajuste al modelo cubico de la zona hormética para cloruro de

benzalconio frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cubico: pL = 0.285 - 0.902q + 1.775g? - 0.903¢% R? = 0.178; p < 0.000

Velocidad de crecimiento: variable transformada uL que corresponde al valor medio

de la velocidad de crecimiento a las 4, 5 y 6 horas de cultivo.

Concentracion: se ha analizado la zona hormética correspondiente a los valores de

concentracion inferiores a 4.882 yg/mL (g < 1.3).
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FIGURA 18. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de la zona

hormética para cloruro de benzalconio frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cuadratico: pyL = 0.13 + 0.064 q — 0.047 g% R?=0.158; p < 0.0001
Regresion lineal: R? = 0.105; p < 0.0001

Se ha utilizado sdlo los valores de concentracion < 10 pg/mL, eliminando la

concentracion que produce una total inhibicion.
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: g = 0; yL = 0.130

Velocidad de crecimiento: valores de velocidad de crecimiento (u) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2. Otras sustancias ensayadas

Con el resto de sustancias procedemos igual que con los desinfectantes,
utilizando las cuatro variables: a) La velocidad de crecimiento (u); b) La velocidad
de crecimiento de la fase logaritmica (p) obtenida del valor medio de p. En esta
ocasion solo a las 3, 4 y 5 horas de cultivo, para tomar asi de esta forma los valores
que corresponden a la fase de crecimiento logaritmico; c) Numero de generaciones
(9), durante 6 horas de cultivo, obteniendo la curva de crecimiento para cada
concentracion y sustancia ensayada. d) Variable transformada de la concentracién
(q), obtenida del logaritmo neperiano de la concentracién mas 1, con objeto de no

dejar excluidos los valores 0.

Con las variables q y todos los valores de y a las 3, 4 y 5 horas de cultivo se
ha obtenido el modelo cuadratico, que permite la observacion de un efecto
hormético, y también se ha obtenido el modelo lineal por ser éste el habitualmente

utilizado en los estudios de dosis-respuesta.

Cuando el modelo cuadratico y el lineal no eran significativos, se ha realizado

el ajuste al modelo cubico por si resultaba estadisticamente significativo.

En la representacion grafica del modelo cuadratico se ha obtenido la linea

de referencia que representa el valor de p. cuando la concentracion es cero (g = 0).

En las figuras se representan graficamente las curvas de crecimiento para
P. aeruginosa y E. coli a distintas concentraciones del resto de sustancias

ensayadas.
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5.2.1. Bario

Para este metal se observa un valor de LOAEL de 800 pg/mL frente a

P. aeruginosa (tabla 9) y de 400 pg/mL frente a E. coli (tabla 10).

También se observa que algunas de las concentraciones aumentan la

velocidad de crecimiento, especialmente en P. aeruginosa.

Las curvas de crecimiento de P. aeruginosa para las concentraciones de
200 y 100 ug/mL superan la correspondiente al control (figura 19), y también las de

E. coli para las concentraciones de 0.781 y 0.098 pg/mL (figura 21).

P. aeruginosa se ajusta al modelo cuadratico, los valores de R? y p son

menores que para E. coli, aunque con mejor ajuste que el lineal (figura 20).

En E. coli el modelo cuadratico de hormesis es significativo (p<0.0001) y un
coeficiente de determinacion del 46.6 % (R? = 0.466), con un mejor ajuste que el
modelo lineal (R? = 0.271) (figura 22).
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TABLA 9. Valor medio de velocidad de crecimiento () para las concentraciones

de bario ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion

de bario Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)

0 0 0.250 0.090 -
800 6.686 0.166 0.043 0.000
400 5.994 0.224 0.072 ns
200 5.303 0.294 0.129 ns
100 4.615 0.286 0.150 ns
50 3.932 0.266 0.118 ns
25 3.258 0.258 0.107 ns
12.5 2.603 0.256 0.119 ns
6.25 1.981 0.262 0.105 ns

3.125 1.417 0.261 0.085 ns
1.563 0.941 0.254 0.091 ns
0.781 0.577 0.247 0.090 ns
0.391 0.330 0.253 0.090 ns
0.195 0.178 0.247 0.104 ns
0.098 0.093 0.270 0.084 ns
0.049 0.048 0.256 0.104 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 19. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de bario de mayor relevancia.
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FIGURA 20. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el bario frente a Pseudomonas aeruginosa.

Growth rate
Q Observado
= = Lineal
o = Cuadratico
O
B0 o
a Q
[e] (]
; o ©
(8]
o ]
}:E{:I o] ]
A0 o o
B o © 8 o 8 o o ©
i o O
o O o Q O O o =] o
g o a 8 o g o
(o] i g Q a 1 o o
= - ﬁ _______ |- -, 0
o © g e
O g g
204 o 8 g
3 g
© o 8 a +]
(o] a
il T T T
.00 2,00 4,00 &,00

Concentration of barium (q)

Modelo cuadratico: pL = 0.247 + 0.018 g - 0.004 g2, R? = 0.022; p = 0.042
Regresion lineal: R? = 0.003; p = 0.352
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; p. = 0.274

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 10. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de bario ensayadas en Escherichia coli.

Concentracion
de bario Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)

0 0 0.362 0.057 -
800 6.686 0.088 0.024 0.000
400 5.994 0.124 0.061 0.000
200 5.303 0.354 0.050 ns
100 4.615 0.352 0.065 ns
50 3.932 0.345 0.064 ns
25 3.258 0.362 0.061 ns
12.5 2.603 0.355 0.057 ns
6.25 1.981 0.359 0.059 ns

3.125 1.417 0.361 0.062 ns
1.563 0.941 0.355 0.061 ns
0.781 0.577 0.364 0.076 ns
0.391 0.330 0.363 0.069 ns
0.195 0.178 0.362 0.058 ns
0.098 0.093 0.365 0.073 ns
0.049 0.048 0.358 0.062 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 21. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de bario de mayor relevancia.
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FIGURA 22. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el bario frente a Escherichia coli.
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Modelo cuadratico: p. = 0.349 + 0.037 g - 0.011 g%, R? = 0.466; p < 0.0001
Regresion lineal: R? = 0.271; p < 0.0001
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; . = 0.349

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (W) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2.2. Cadmio

Muestra mayor toxicidad que el bario, con LOAEL de 25 y 100 ug/mL frente

a P. aeruginosa y E. coli respectivamente (tablas 11y 12).

Algunas de las concentraciones ensayadas muestran un valor de . mayor
que los cultivos control, por lo que se observan curvas de crecimiento por encima
de la concentracion 0; en la figura 23 se puede ver que la curva de 0.098 ug/mL
para P. aeruginosa supera el control, de igual forma que la de 0.195 yg/mL para
E. coli (figura 25).

Para ambos microorganismos los valores se ajustan significativamente al
modelo cuadratico, tanto en P. aeruginosa (R? = 0.279; p < 0.0001) como en E. coli
(R?=0.338; p < 0.0001), siendo el ajuste de este modelo cuadratico superior al de

la regresion lineal (figuras 24 y 26).
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TABLA 11. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de cadmio ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion

de cadmio Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)

0 0 0.252 0.116 -
800 6.686 0.027 0.013 0.000
400 5.994 0.068 0.039 0.000
200 5.303 0.127 0.040 0.000
100 4.615 0.161 0.080 0.013
50 3.932 0.168 0.037 0.000
25 3.258 0.173 0.068 0.001
12.5 2.603 0.205 0.100 ns
6.25 1.981 0.238 0.111 ns

3.125 1.417 0.267 0.119 ns
1.563 0.941 0.264 0.132 ns
0.781 0.577 0.274 0.140 ns
0.391 0.330 0.268 0.120 ns
0.195 0.178 0.262 0.161 ns
0.098 0.093 0.283 0.130 ns
0.049 0.048 0.267 0.113 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 23. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de cadmio de mayor relevancia.
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FIGURA 24. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el cadmio frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Regresion lineal: R? = 0.263; p < 0.0001
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; . = 0.266

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 12. Valor medio de velocidad de crecimiento (pL) para las concentraciones

de cadmio ensayadas en Escherichia coli.

Concentracion

de cadmio Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)

0 0 0.372 0.062 -
800 6.686 0.177 0.039 0.000
400 5.994 0.265 0.052 0.000
200 5.303 0.315 0.055 0.005
100 4.615 0.324 0.057 0.018
50 3.932 0.351 0.045 ns
25 3.258 0.368 0.043 ns
12.5 2.603 0.371 0.053 ns
6.25 1.981 0.372 0.058 ns

3.125 1.417 0.371 0.055 ns
1.563 0.941 0.368 0.066 ns
0.781 0.577 0.377 0.080 ns
0.391 0.330 0.372 0.081 ns
0.195 0.178 0.384 0.083 ns
0.098 0.093 0.366 0.083 ns
0.049 0.048 0.367 0.068 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 25. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de cadmio de mayor relevancia.
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FIGURA 26. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el cadmio frente a Escherichia coli.
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Modelo cuadratico: p. = 0.366 + 0.02 ¢ - 0.007 g2, R? = 0.338; p < 0.0001
Regresion lineal: R2 = 0.225, p < 0.0001.
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: g = 0; . = 0.366

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2.3. Manganeso

El valor de LOAEL obtenido ha sido de 100 ug/mL con P. aeruginosa y
E. coli (tablas 13 y 14).

En P. aeruginosa, para algunas concentraciones se obtienen valores de p
que superan claramente los del control, e incluso con diferencias significativas en
la concentracién de 50 pg/mL (p = 0.055). Las curvas de crecimiento muestran

claramente este efecto (figura 27).

Algunas de las concentraciones ensayadas muestran una velocidad de
crecimiento mayor que el control. En E. coli, la mayor velocidad de crecimiento se
obtiene con 12.5 yg/mL, aunque las diferencias con el control no son significativas,

por lo que las curvas de crecimiento son casi coincidentes (figura 29).

El modelo cuadratico del manganeso es significativo frente a P. aeruginosa
aunque con menor coeficiente de determinacién que para E. coli (R? = 0.286)
(figura 28).

Este modelo también es significativo frente a E. coli y muestra un ajuste
(p < 0.0001; R? = 0.604) (figura 30).
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TABLA 13. Valor medio de velocidad de crecimiento (p) para las concentraciones

de manganeso ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion

de Concentracion | Velocidad de
manganeso Ln (C+1) crecimiento (i) SD 59
(Mg/mL)

0 0 0.237 0.097 -
800 6.686 0.012 0.009 0.000
400 5.994 0.005 0.009 0.000
200 5.303 0.083 0.051 0.000
100 4.615 0.091 0.034 0.000
50 3.932 0.304 0.138 0.055
25 3.258 0.255 0.135 ns
12.5 2.603 0.255 0.120 ns
6.25 1.981 0.240 0.139 ns

3.125 1.417 0.247 0.116 ns
1.563 0.941 0.233 0.106 ns
0.781 0.577 0.227 0.130 ns
0.391 0.330 0.244 0.112 ns
0.195 0.178 0.217 0.115 ns
0.098 0.093 0.235 0.115 ns
0.049 0.048 0.233 0.108 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacién estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 27. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de manganeso de mayor relevancia.
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FIGURA 28. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico hormesis para

el manganeso frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cuadratico: pL = 0.226 + 0.039 g - 0.011 g% R? = 0.286; p < 0.0001
Regresion lineal: R?2 = 0.173; p < 0.0001
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; . = 0.226

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 14. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de manganeso ensayadas en Escherichia coli.

Concentracion

de Concentracion | Velocidad de
manganeso Ln (C+1) crecimiento (i) SD 59
(Mg/mL)

0 0 0.364 0.063 -
800 6.686 0.047 0.026 0.000
400 5.994 0.092 0.027 0.000
200 5.303 0.251 0.048 0.000
100 4.615 0.162 0.027 0.000
50 3.932 0.367 0.057 ns
25 3.258 0.376 0.049 ns
12.5 2.603 0.377 0.075 ns
6.25 1.981 0.365 0.061 ns

3.125 1.417 0.364 0.071 ns
1.563 0.941 0.366 0.072 ns
0.781 0.577 0.369 0.085 ns
0.391 0.330 0.375 0.083 ns
0.195 0.178 0.362 0.079 ns
0.098 0.093 0.358 0.072 ns
0.049 0.048 0.362 0.038 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacién estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 29. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de manganeso de mayor relevancia.
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FIGURA 30. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el manganeso frente a Escherichia coli.
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Modelo: p. = 0.355 + 0.039 g - 0.013 g% R2 =0.604; p < 0.0001
Regresion lineal: R?2 = 0.406; p < 0.0001.
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: g = 0; p. = 0.355

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).



Resultados. ESTUDIO DEL EFECTO HORMETICO EN SUSTANCIAS BIOCIDAS DE INTERES SANITARIO

Pagina |94

5.2.4. Mercurio

Este elemento muestra una gran toxicidad en estos modelos bacterianos,
por lo que se han ensayado concentraciones muy bajas para obtener un efecto

subinhibitorio.

Los valores de LOAEL obtenidos han sido 0.195 ug/mL en P. aeruginosa y
0.781 ug/mL en E. coli (tablas 15y 16).

En P. aeruginosa la velocidad de crecimiento mas elevada se obtiene con
una concentracion de 0.001 pug/mL (0.763%10 ug/mL), aunque como puede verse
en la curva de crecimiento (figura 31), sélo en las ultimas horas de cultivo se supera
la curva control, también debido a un cierto retraso en el crecimiento en las primeras

horas de cultivo.

El valor de p. mas elevado obtenido en E. coli se obtiene para una
concentracion de 0.391 ug/mL, lo cual no se refleja bien en la curva de crecimiento

(figura 33), posiblemente debido a un pequefio retraso en la primera hora de cultivo.

Para el ajuste de los modelos de estimacion curvilinea se han tomado los
valores inferiores a 0.7 y 1 pg/mL para P. aeruginosa y E. coli respectivamente,

con objeto de evitar sucesivas concentraciones inhibitorias.

En P. aeruginosa las diferencias entre el modelo cuadratico y el lineal son

minimas, y con un coeficiente de determinacién bajo (figura 32).

El modelo cuadratico de hormesis frente a E. coli es estadisticamente
significativo, con un coeficiente de determinacion mejor que el del modelo lineal
(figura 34).
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TABLA 15. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de mercurio ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion de Concentracion Veloc.id.ad de
mercurio (ug/mL) Ln (C + 1) crecimiento SD Ss
(D)

0 0 0.245 0.106 -
3.125 1.4171 0.003 0.008 0.000
1.563 0.9410 0.007 0.010 0.000
0.781 0.5773 0.006 0.010 0.000
0.391 0.3298 0.028 0.022 0.000
0.195 0.1784 0.144 0.075 0.003
0.098 0.0932 0.234 0.103 ns
0.049 0.0477 0.232 0.112 ns
0.024 0.0241 0.233 0.121 ns
0.012 0.0121 0.251 0.128 ns
0.006 0.0061 0.261 0.108 ns
0.003 0.0030 0.253 0.113 ns
0.002 0.0015 0.255 0.138 ns

0.763 x 103 0.0008 0.274 0.130 ns
0.3815 x 1073 0.0004 0.246 0.146 ns
0.191 x 103 0.0002 0.255 0.139 ns
0.095 x 103 0.0001 0.257 0.111 ns
0.048 x 103 0.00005 0.244 0.153 ns
0.024 x 103 0.00002 0.259 0.128 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras
independientes. Se compara el valor de p. de cada concentraciéon con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 31. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de mercurio de mayor relevancia.
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FIGURA 32. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de la zona

hormética para el mercurio frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cuadratico: y. = 0.252 - 0.315 ¢ - 1.137 g% R? = 0.169; p < 0.0001

Regresion lineal: R? = 0.165; p < 0.0001

Se ha utilizado sélo los valores de concentracion < 0.7 ug/mL, eliminando las

concentraciones en las que se produce una total inhibicion.
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; p. = 0.361

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 16. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de mercurio ensayadas en Escherichia coli.

Concentracion de Concentracion Veloc.idtad de
mercurio (ug/mL) Ln (C + 1) crecimiento SD Ss
()

0 0 0.367 0.059 -
3.125 1.4171 0.010 0.013 0.000
1.563 0.9410 0.008 0.012 0.000
0.781 0.5773 0.046 0.062 0.000
0.391 0.3298 0.388 0.044 ns
0.195 0.1784 0.361 0.073 ns
0.098 0.0932 0.367 0.081 ns
0.049 0.0477 0.366 0.071 ns
0.024 0.0241 0.360 0.061 ns
0.012 0.0121 0.355 0.078 ns
0.006 0.0061 0.363 0.060 ns
0.003 0.0030 0.373 0.061 ns
0.002 0.0015 0.375 0.058 ns

0.763 x 103 0.0008 0.377 0.055 ns
0.3815 x 103 0.0004 0.366 0.063 ns
0.191 x 103 0.0002 0.366 0.058 ns
0.095 x 103 0.0001 0.359 0.071 ns
0.048 x 103 0.00005 0.359 0.065 ns
0.024 x 103 0.00002 0.355 0.060 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras
independientes. Se compara el valor de p. de cada concentraciéon con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 33. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de mercurio de mayor relevancia.
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FIGURA 34. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de la zona

hormética para el mercurio frente a Escherichia coli.
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Modelo cuadratico: L = 0.361 + 0.516 g - 1.801 g% R? =0.517; p < 0.0001
Regresion lineal: R? = 0.346; p < 0.0001

Se ha utilizado soélo los valores de concentracion < 1 pg/mL, eliminando las

concentraciones en las que se produce una total inhibicion.
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: g = 0; p. = 0.361

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (n) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2.5. Molibdeno

La accion del molibdeno frente a P. aeruginosa es menor que frente a E. coli,
de forma que la maxima concentracion ensayada, 800 pg/mL, produce una
HL = 0.224 + 0.123, que no muestra diferencias significativas frente al control (tabla
17).

Ademas, las concentraciones entre 400 y 12.5 ug/mL producen un aumento
de la velocidad de crecimiento, siendo 400 pg/mL la concentracidn que mas

estimula el crecimiento (figura 35).

Este elemento presenta un LOAEL frente a E. coli de 200 pg/mL (tabla 18),
concentracion que muestra un valor de p. de 0.312 + 0.056 mientras que el del
control es 0.368 + 0.062 (p = 0.006).

La concentracion que muestra una mayor velocidad de crecimiento es
0.391 pg/mL, siendo p. = 0.375 + 0.076, diferencia no significativa frente al control.
La curva de crecimiento para esta concentracion supera la correspondiente al

control (figura 37).

Los datos de uy en P. aeruginosa no se ajustan significativamente en los

modelos cuadratico, cubico o lineal (figura 36).

Los modelos de hormesis muestran un ajuste estadisticamente significativo

para E. coli (figura 38).
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TABLA 17. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de molibdeno ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion

de molibdeno Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)

0 0 0.231 0.093 -
800 6.686 0.224 0.123 ns
400 5.994 0.267 0.136 ns
200 5.303 0.253 0.126 ns
100 4.615 0.255 0.118 ns
50 3.932 0.261 0.115 ns
25 3.258 0.242 0.123 ns
12.5 2.603 0.244 0.128 ns
6.25 1.981 0.230 0.111 ns

3.125 1.417 0.231 0.131 ns
1.563 0.941 0.234 0.106 ns
0.781 0.577 0.210 0.139 ns
0.391 0.330 0.230 0.098 ns
0.195 0.178 0.221 0.105 ns
0.098 0.093 0.228 0.104 ns
0.049 0.048 0.236 0.103 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 35. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de molibdeno de mayor relevancia.

3 -
== Control
== 3800 pg/mL
2,5 -
400 pg/mL ]
2 .

1,5 - %

Number of generations (g)

O"w . T T T T 1



Resultados. ESTUDIO DEL EFECTO HORMETICO EN SUSTANCIAS BIOCIDAS DE INTERES SANITARIO

Pagina |104

FIGURA 36. Recta de regresion lineal y curva del modelo cuadratico de hormesis

para el molibdeno frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cuadratico: pL = 0.226 + 0.008 g - 0.001 g% R? = 0.006; p = 0.438
Modelo cubico: R? = 0.009; p = 0.456

Regresion lineal: R2 = 0.005; p = 0.228

Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; p. = 0.226

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 18. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de molibdeno ensayadas en Escherichia coli.

Concentracion

de molibdeno Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)

0 0 0.368 0.062 -
800 6.686 0.216 0.051 0.000
400 5.994 0.266 0.056 0.000
200 5.303 0.312 0.056 0.006
100 4.615 0.335 0.061 ns
50 3.932 0.349 0.025 ns
25 3.258 0.364 0.045 ns
12.5 2.603 0.372 0.061 ns
6.25 1.981 0.368 0.061 ns

3.125 1.417 0.372 0.062 ns
1.563 0.941 0.365 0.066 ns
0.781 0.577 0.366 0.084 ns
0.391 0.330 0.375 0.076 ns
0.195 0.178 0.363 0.077 ns
0.098 0.093 0.369 0.082 ns
0.049 0.048 0.364 0.044 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 37. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de molibdeno de mayor relevancia.
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FIGURA 38. Recta de regresion lineal y curva del modelo cuadratico de hormesis

para el molibdeno frente a Escherichia coli.

Growth rate
O Observado
= ) o = = +Lineal
m— Cuacdrati
] o LIadratico
B o
ol . g B
o 8
‘.
o, ° o
z o 8
3000 8]
8 o
8] (8]
20 o ]
Ch o .
o]
10 o
oo T T T
0o 200 400 5,00

Concentration of molybdenum (q)

Modelo cuadratico: pL = 0.363 + 0.018 q - 0.006 g3, R? = 0.266; p = 0.0001
Regresion lineal: R? = 0.173; p = 0.0001
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: g = 0; py. = 0.368

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (W) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).



Resultados. ESTUDIO DEL EFECTO HORMETICO EN SUSTANCIAS BIOCIDAS DE INTERES SANITARIO

Pagina |108

5.2.6. Plomo

Para este metal se han obtenido valores de LOAEL de 100 pg/mL frente a

P. aeruginosa (tabla 19) y de 50 pg/mL frente a E. coli (tabla 20).

En P. aeruginosa algunas concentraciones estimulan el crecimiento, por
encima del control, siendo la concentracion de 3.125 ug/mL la que presenta el
mayor valor de y., aunque la curva de crecimiento no supera a la del control debido,
como se ha comentado para otros metales, a un retraso inicial del crecimiento
(figura 39).

Los valores de p para todas las concentraciones ensayadas en E. coli son

inferiores al control (figura 41),

En ambos microorganismos el modelo hormético cuadratico presenta un
buen ajuste (figuras 40 y 42), mejor que el lineal, especialmente el obtenido en
E. coli (p < 0.0001; R? = 0.610) (figura 42).
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TABLA 19. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de plomo ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion

de plomo Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)

0 0 0.221 0.069 -
800 6.686 0.051 0.014 0.000
400 5.994 0.077 0.030 0.000
200 5.303 0.110 0.043 0.000
100 4.615 0.152 0.062 0.003
50 3.932 0.186 0.062 ns
25 3.258 0.178 0.084 ns
12.5 2.603 0.204 0.074 ns
6.25 1.981 0.208 0.081 ns

3.125 1.417 0.231 0.068 ns
1.563 0.941 0.228 0.074 ns
0.781 0.577 0.193 0.116 ns
0.391 0.330 0.222 0.071 ns
0.195 0.178 0.208 0.094 ns
0.098 0.093 0.240 0.078 ns
0.049 0.048 0.230 0.078 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 39. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de plomo de mayor relevancia.
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FIGURA 40. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el plomo frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 20. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de plomo ensayadas en Escherichia coli.

Concentracion

de plomo Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)

0 0 0.363 0.052 -
800 6.686 0.069 0.023 0.000
400 5.994 0.168 0.028 0.000
200 5.303 0.241 0.046 0.000
100 4.615 0.291 0.045 0.000
50 3.932 0.327 0.040 0.030
25 3.258 0.346 0.050 ns
12.5 2.603 0.347 0.055 ns
6.25 1.981 0.352 0.058 ns

3.125 1.417 0.357 0.054 ns
1.563 0.941 0.354 0.052 ns
0.781 0.577 0.350 0.057 ns
0.391 0.330 0.346 0.063 ns
0.195 0.178 0.346 0.070 ns
0.098 0.093 0.357 0.076 ns
0.049 0.048 0.357 0.070 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 41. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de plomo de mayor relevancia.

3,5 +
=== Control
3 =fl=50 pug/mL
3.125 pg/mL A

Number of generations (g)

Hours



Resultados. ESTUDIO DEL EFECTO HORMETICO EN SUSTANCIAS BIOCIDAS DE INTERES SANITARIO

Pagina |114

FIGURA 42. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el plomo frente a Escherichia coli.
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Modelo cuadratico: pL = 0.349 + 0.028 g - 0.01 g%, R? = 0.610; p < 0.0001
Regresion lineal: R? = 0.428; p < 0.0001
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; . = 0.349

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (W) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2.7. Fluoruro

En las tablas 21 y 22 se muestran los valores de p. para las distintas

concentraciones de fluoruro ensayadas frente a las dos especies.

En P. aeruginosa se obtiene un LOAEL de 400 pg/mL con un valor
U = 0.149 + 0.068 frente 0.232 £ 0.102 obtenido en el control con una diferencia

significativa, (p = 0.01).

El LOAEL del fluoruro obtenido en E. coli ha sido de 200 ug/mL con un valor
pe = 0.313 + 0.039 frente a 0.368 £ 0.055 del control y con diferencia significativa,
(p = 0.002).

Los mayores valores de ., superiores al control, son 1.563 pg/mL en
P. aeruginosa y 25 pg/mL en E. coli, aunque las diferencias con el control no son
significativas, lo cual también puede observarse en las curvas de crecimiento
(figuras 43 y 45).

El modelo hormético presenta muy buena significacion estadistica en ambos

microorganismos (figuras 44 y 46), aunque con mejor ajuste en E. coli (R? = 0.296).
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TABLA 21. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de fluoruro ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion
de fluoruro Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)
0 0 0.232 0.102 -
800 6.686 0.055 0.027 0.000
400 5.994 0.149 0.068 0.010
200 5.303 0.200 0.102 ns
100 4.615 0.219 0.102 ns
50 3.932 0.224 0.124 ns
25 3.258 0.213 0.118 ns
12.5 2.603 0.228 0.120 ns
6.25 1.981 0.225 0.114 ns
3.125 1.417 0.233 0.120 ns
1.563 0.941 0.243 0.113 ns
0.781 0.577 0.227 0.126 ns
0.391 0.330 0.229 0.109 ns
0.195 0.178 0.221 0.105 ns
0.098 0.093 0.236 0.110 ns
0.049 0.048 0.240 0.104 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 43. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de fluoruro de mayor relevancia.
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FIGURA 44. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el fluoruro frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Regresion lineal: R2 = 0.065; p < 0.0001
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; . = 0.359

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (W) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 22.Valor medio de velocidad de crecimiento (j.) para las concentraciones

de fluoruro ensayadas en Escherichia coli.

Concentracion
de fliortro Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)
0 0 0.368 0.055 -
800 6.686 0.192 0.026 0.000
400 5.994 0.256 0.031 0.000
200 5.303 0.313 0.039 0.002
100 4.615 0.347 0.043 ns
50 3.932 0.371 0.035 ns
25 3.258 0.377 0.064 ns
12.5 2.603 0.369 0.076 ns
6.25 1.981 0.374 0.070 ns
3.125 1.417 0.370 0.063 ns
1.563 0.941 0.368 0.062 ns
0.781 0.577 0.360 0.083 ns
0.391 0.330 0.370 0.078 ns
0.195 0.178 0.365 0.084 ns
0.098 0.093 0.361 0.077 ns
0.049 0.048 0.361 0.080 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 45. Curvas de crecimiento de Escherichia coli

concentraciones de fluoruro de mayor relevancia.
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FIGURA 46. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el fluoruro frente a Escherichia coli.
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5.2.8. Nitritos

En la tabla 23 podemos observar que es 200 pg/mL el LOAEL que se obtiene
en P. aeruginosa, con un p. = 0.111 £ 0.047 frente al p. = 0.226 + 0.094 del control,
(p < 0.0001).

Como puede observarse en la tabla 24, el valor del LOAEL para E. coli
también es 200 pug/mL, al obtenerse p. = 0.290 + 0.052 para esta concentracion y

b = 0.373 + 0.055 en el control, siendo las diferencias significativas (p < 0.0001).

Ninguna de las concentraciones ensayadas en P. aeruginosa muestra un
valor de p. superior al control (tabla 23), aunque como puede observarse en la
figura 47, la curva de crecimiento de 0.049 ug/mL supera a la correspondiente al

control.

Al igual que con P. aeruginosa, ninguna de las concentraciones ensayadas
en E. coli muestra un valor de p superior al control (tabla 24), a excepcion de la
concentracion de 50 ug/mL (uL = 0.378 + 0.043) que supera ligeramente al control

aunque no se refleja en la curva de crecimiento (figura 49).

El estudio del modelo hormético muestra un buen ajuste frente a
P. aeruginosa (figura 48) y E. coli (figura 50), mejor el de E. coli, con una curva

caracteristica del efecto hormético (R? = 0.524; p < 0.0001).
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TABLA 23. Valor medio de velocidad de crecimiento (u.) para las concentraciones

de nitritos ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion

de nitritos Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)

0 0 0.226 0.094 -
800 6.686 0.029 0.027 0.000
400 5.994 0.063 0.037 0.000
200 5.303 0.111 0.047 0.000
100 4.615 0.172 0.100 ns
50 3.932 0.200 0.093 ns
25 3.258 0.211 0.113 ns
12.5 2.603 0.207 0.104 ns
6.25 1.981 0.210 0.104 ns

3.125 1.417 0.224 0.102 ns
1.563 0.941 0.231 0.102 ns
0.781 0.577 0.189 0.109 ns
0.391 0.330 0.201 0.097 ns
0.195 0.178 0.214 0.124 ns
0.098 0.093 0.228 0.110 ns
0.049 0.048 0.230 0.091 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 47. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de nitritos de mayor relevancia.
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FIGURA 48. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para nitritos frente a Pseudomonas aeruginosa.
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horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 24. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de nitritos ensayadas en Escherichia coli.

Concentracion
de nitritos Concentracion | Velocidad de sD Ss
Ln(C +1) crecimiento (J)
(Mg/mL)

0 0 0.373 0.055 -
800 6.686 0.019 0.024 0.000
400 5.994 0.184 0.043 0.000
200 5.303 0.290 0.052 0.000
100 4.615 0.369 0.044 ns
50 3.932 0.378 0.043 ns
25 3.258 0.365 0.060 ns
12.5 2.603 0.363 0.066 ns
6.25 1.981 0.363 0.062 ns

3.125 1.417 0.359 0.068 ns
1.563 0.941 0.362 0.066 ns
0.781 0.577 0.356 0.074 ns
0.391 0.330 0.364 0.071 ns
0.195 0.178 0.356 0.082 ns
0.098 0.093 0.359 0.073 ns
0.049 0.048 0.355 0.068 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracion con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 49. Curvas de crecimiento de Escherichia coli

concentraciones de nitritos de mayor relevancia.
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FIGURA 50. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para nitritos frente a Escherichia coli.
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Modelo: pL = 0.350 + 0.045 g - 0.012 g% R? = 0.524; p < 0.0001.
Regresion lineal: R? = 0.290; p < 0.000.
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: g = 0; u. = 0.350

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (W) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2.9. Bromodiclorometano

Este trihalometano no presenta efecto inhibitorio a la concentracion maxima
ensayada de 25 pg/mL, ni en P. aeruginosa ni en E. coli, por lo que no se ha
obtenido el valor de LOAEL.

Algunas concentraciones superan ligeramente el valor . del control (tablas
25y 26), pero este efecto no se observa en P. aeruginosa (figura 51) y sélo se pone

de manifiesto en la curva de crecimiento de 0.195 pg/mL en E. coli (figura 53).

Ninguno de los modelos estimados (cuadratico, cubico y lineal) muestra

valores significativos, ni en P. aeruginosa (figura 52) ni en E. coli (figura 54).
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TABLA 25. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de bromodiclorometano ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion de Velocidad de
bromodiclorometano q crecimiento SD Ss
(Mg/mL) (V)

0 0 0.245 0.035 -
25 3.258 0.251 0.046 ns
12.5 2.603 0.246 0.050 ns
6.25 1.981 0.235 0.047 ns
3.125 1.417 0.232 0.039 ns
1.563 0.941 0.239 0.053 ns
0.781 0.577 0.243 0.047 ns
0.391 0.330 0.236 0.049 ns
0.195 0.178 0.230 0.059 ns
0.098 0.093 0.224 0.063 ns
0.049 0.048 0.234 0.055 ns

C: concentracion (ug/mL).

g: concentracion expresada como Ln (C+1).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 51. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de bromodiclorometano de mayor relevancia.
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FIGURA 52. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el bromodiclorometano frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Concentration of bromodichloromethane (q)

Modelo cuadratico: pL = 0.237 - 0.005 g + 0.003 g% R? =0.002; p = 0.877
Modelo cubico: R? = 0.002; p = 0.966

Regresion lineal: R2 = 0.001; p = 0.684

Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; p. = 0.237

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 26. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de bromodiclorometano ensayadas en Escherichia coli.

Concentracion de Velocidad de
bromodiclorometano q crecimiento SD Ss
(Mg/mL) (V)

0 0 0.368 0.023 -
25 3.258 0.373 0.018 ns
12.5 2.603 0.367 0.023 ns
6.25 1.981 0.372 0.028 ns
3.125 1.417 0.367 0.035 ns
1.563 0.941 0.358 0.025 ns
0.781 0.577 0.373 0.012 ns
0.391 0.330 0.368 0.033 ns
0.195 0.178 0.374 0.018 ns
0.098 0.093 0.370 0.016 ns
0.049 0.048 0.363 0.019 ns

C: concentracion (ug/mL).

g: concentracion expresada como Ln (C+1).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 53. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de bromodiclorometano de mayor relevancia.
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FIGURA 54. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el bromodiclorometano frente a Escherichia coli.
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Modelo cuadratico: yL = 0.347 - 0.004 ¢ + 0.001 g% R? = 0.001; p = 0.953.
Modelo cubico: R? = 0.001; p = 0.992. Regresion lineal: R? = 0.00008; p = 0.916.
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; . = 0.347

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (W) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2.10. Benzo[a]pireno

Tampoco este hidrocarburo aromatico policiclico produce una significativa
inhibicion del crecimiento a la maxima concentracion ensayada de 25 pg/mL, y

tampoco el efecto estimulante es significativo.

Como puede observarse en las tablas 27 y 28, pocas concentraciones

muestran un valor p. superior al control.

En las curvas de crecimiento (figuras 55 y 57), soélo la concentracién de
0.098 pg/mL en el caso de E. coli aparece ligeramente por encima de la curva

control.

Estos datos se traducen en que el ajuste a los modelos cuadratico, cubico y

lineal no son significativos (figuras 56 y 58).
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TABLA 27. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de benzo[a]pireno ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion de Velocidad de
benzo[a]pireno q crecimiento SD Ss
(Mg/mL) ()

0 0 0.226 0.054 -

25 3.258 0.212 0.028 ns

12.5 2.603 0.207 0.045 ns

6.25 1.981 0.198 0.034 ns
3.125 1.417 0.195 0.050 ns
1.563 0.941 0.201 0.031 ns
0.781 0.577 0.208 0.052 ns
0.391 0.330 0.202 0.043 ns
0.195 0.178 0.214 0.047 ns
0.098 0.093 0.210 0.043 ns
0.049 0.048 0.209 0.042 ns

C: concentracion (ug/mL).

g: concentracion expresada como Ln (C+1).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 55. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de benzo[a]pireno de mayor relevancia.
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FIGURA 56. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el benzo[a]pireno frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Concentration of benzo[a]pyrene (q)

Modelo cuadratico: pL = 0.218 - 0.026 g + 0.008 g?; R? = 0.005; p = 0.697
Modelo cubico: R? = 0.005; p = 0.858

Regresion lineal: R2 = 0.001; p = 0.697

Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: g = 0; p. = 0.218

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).



Resultados. ESTUDIO DEL EFECTO HORMETICO EN SUSTANCIAS BIOCIDAS DE INTERES SANITARIO

Pagina |140

TABLA 28. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de benzo[a]pireno en Escherichia coli.

Concentracion de | Concentracion | Velocidad de SD Ss
benzo[a]pireno Ln(C+1) crecimiento
(Mg/mL) (He)

0 0 0.366 0.032 -

25 3.258 0.361 0.029 ns

12.5 2.603 0.371 0.032 ns

6.25 1.981 0.364 0.031 ns
3.125 1.417 0.361 0.025 ns
1.563 0.941 0.366 0.029 ns
0.781 0.577 0.364 0.028 ns
0.391 0.330 0.361 0.020 ns
0.195 0.178 0.370 0.029 ns
0.098 0.093 0.356 0.031 ns
0.049 0.048 0.357 0.029 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 57. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de benzo[a]pireno de mayor relevancia.
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FIGURA 58. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el benzo[a]pireno frente a Escherichia coli.
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Concentration of benzo[a]pyrene (q)

Modelo cuadratico: yL = 0.342 + 0.004 g - 0.001 g% R?=0.001; p = 0.922
Modelo cubico: R? = 0.004; p = 0.984

Regresion lineal: R? =0.001; p = 0.750

Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; p. = 0.342

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (W) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2.11. Benzo[a]antraceno

El LOAEL en P. aeruginosa es 12.5 ug/mL, con . = 0.147 + 0.028 para esta

concentracion y p. = 0.215 £ 0.041 en el control (tabla 29).

En E. coli se obtiene un LOAEL de 25 pg/mL, con p. = 0.304 £ 0.027 frente
a i = 0.367 £ 0.027 del control, con un valor de significacion estadistica de
p = 0.003 (tabla 30).

Como puede observarse en las figuras 59 y 61, ninguna concentracion
supera la curva de crecimiento de los controles correspondientes, y el ajuste de los
modelos, aunque son significativos, presentan valores inferiores a los de otras

sustancias ensayadas.

Asi, el modelo cuadratico en P. aeruginosa, muestra R =0.059 y p = 0.014
(figura 60) y en E. coli R2 =0.092 y p = 0.001 (figura 62).



Resultados. ESTUDIO DEL EFECTO HORMETICO EN SUSTANCIAS BIOCIDAS DE INTERES SANITARIO

Pagina |144

TABLA 29. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de benzo[a]antraceno ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion de Velocidad de
benzo[a]antraceno q crecimiento SD Ss
(Mg/mL) ()
0 0 0.215 0.041 -
25 3.258 0.136 0.037 0.008
12.5 2.603 0.147 0.028 0.014
6.25 1.981 0.177 0.031 ns
3.125 1.417 0.190 0.047 ns
1.563 0.941 0.193 0.040 ns
0.781 0.577 0.213 0.054 ns
0.391 0.330 0.210 0.032 ns
0.195 0.178 0.205 0.049 ns
0.098 0.093 0.204 0.049 ns
0.049 0.048 0.191 0.031 ns

C: concentracion (ug/mL).

g: concentracion expresada como Ln (C+1).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).



Resultados. ESTUDIO DEL EFECTO HORMETICO EN SUSTANCIAS BIOCIDAS DE INTERES SANITARIO

Pagina |145

FIGURA 59. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de benzo[a]antraceno de mayor relevancia.
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FIGURA 60. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el benzo[a]antraceno frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cuadratico: pL = 0.208 - 0.006 ¢ - 0.005 g?; R? = 0.059; p = 0.014
Regresion lineal: R? = 0.056; p = 0.004
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; . = 0.208

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).



Resultados. ESTUDIO DEL EFECTO HORMETICO EN SUSTANCIAS BIOCIDAS DE INTERES SANITARIO

Pagina | 147

TABLA 30. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de benzo[a]antraceno en Escherichia coli.

Concentracion de | Concentracién | Velocidad de SD Ss
benzo[a]antraceno Ln (C +1) crecimiento
(Mg/mL) (He)
0 0 0.367 0.027 -
25 3.258 0.304 0.027 0.003
12.5 2.603 0.344 0.019 ns
6.25 1.981 0.355 0.026 ns
3.125 1.417 0.362 0.021 ns
1.563 0.941 0.357 0.035 ns
0.781 0.577 0.369 0.030 ns
0.391 0.330 0.365 0.026 ns
0.195 0.178 0.368 0.030 ns
0.098 0.093 0.352 0.028 ns
0.049 0.048 0.356 0.029 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 61. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de benzo[a]antraceno de mayor relevancia.
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FIGURA 62. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el benzo[a]antraceno frente a Escherichia coli.
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Modelo cuadratico: . = 0.34 + 0.012 g - 0.008 g?; R? = 0.092; p = 0.001.
Regresion lineal: R? = 0.067; p = 0.002
Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: g = 0; . = 0.340

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2.12. Benzo[e]pireno

En P. aeruginosa se obtiene un valor p. = 0.149 = 0.032 para la
concentracion LOAEL de 25 ug/mL, frente a p. = 0.214 + 0.042 del control, con un

valor de significacion estadistica de p = 0.008 (tabla 31).

En este hidrocarburo aromatico policiclico el LOAEL es superior a 25 ug/mL
para E. coli (tabla 32).

En P. aeruginosa unicamente la concentracion de 0.781 pg/mL muestra
mayor que el control (tabla 31), aunque no se manifiesta en la curva de crecimiento
(figura 63).

El mayor valor de p. en E. coli se obtiene para una concentracion de
3.125 ug/mL (tabla 32), si bien la curva de crecimiento no supera a la del control
(figura 65).

Por otra parte, en ninguna de las dos bacterias utilizadas se obtiene ajuste

significativo para los modelos lineal, cuadratico o cubico (figuras 64 y 66).
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TABLA 31. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de benzo[e]pireno ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion de Velocidad de
benzo[e]pireno q crecimiento SD Ss
(Mg/mL) ()
0 0 0.214 0.042 -
25 3.258 0.149 0.032 0.008
12.5 2.603 0.178 0.037 ns
6.25 1.981 0.182 0.033 ns
3.125 1.417 0.195 0.039 ns
1.563 0.941 0.203 0.045 ns
0.781 0.577 0.222 0.049 ns
0.391 0.330 0.209 0.045 ns
0.195 0.178 0.187 0.035 ns
0.098 0.093 0.186 0.041 ns
0.049 0.048 0.193 0.032 ns

C: concentracion (ug/mL).

g: concentracion expresada como Ln (C+1).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 63. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de benzo[e]pireno de mayor relevancia.
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FIGURA 64. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el benzo[e]pireno frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cuadratico: y. = 0.202 + 0.008 g - 0.008 g%, R? = 0.028; p = 0.131

Modelo cubico: R? = 0.029; p = 0.255

Regresion lineal: R? = 0.023; p = 0.068

Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; p. = 0.202

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (W) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 32. Valor medio de velocidad de crecimiento (p) para las concentraciones

de benzo[e]pireno en Escherichia coli.

Concentracion de Velocidad de
Concentracion
benzo[e]pireno crecimiento SD Ss
Ln (C+1)
(pg/mL) (Ho)

0 0 0.365 0.031 -

25 3.258 0.332 0.033 ns

12.5 2.603 0.358 0.031 ns

6.25 1.981 0.367 0.041 ns
3.125 1.417 0.375 0.021 ns
1.563 0.941 0.355 0.027 ns
0.781 0.577 0.362 0.029 ns
0.391 0.330 0.370 0.024 ns
0.195 0.178 0.357 0.034 ns
0.098 0.093 0.366 0.031 ns
0.049 0.048 0.354 0.038 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviacién estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 65. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de benzo[e]pireno de mayor relevancia.
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FIGURA 66. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el benzol[e]pireno frente a Escherichia coli.
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Modelo cuadratico: y. = 0.341 + 0.014 g - 0.006 g%, R? = 0.031; p = 0.110
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Regresion lineal: R? =0.015; p = 0.150

Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; p. = 0.341

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2.13. Tetraciclina

P. aeruginosa se muestra menos sensible a la accidén de este antibidtico,
obteniéndose un LOAEL de 25 pg/mL (p. = 0.180 + 0.035 para esta concentracion
y L = 0.231 £ 0.031 para el control; p = 0.028) (tabla 33).

Para este antibiotico, en E. coli se han utilizado concentraciones muy bajas
para partir de un efecto subinhibitorio; se ha obtenido un LOAEL de 48.8x103 ug/mL
(M = 0.254 + 0.022 para esta concentracion y p. = 0.374 £ 0.027 para el control;
p < 0.0001) (tabla 34).

Ninguna de las curvas de crecimiento en ambos microorganismos supera las
correspondientes a los respectivos controles, como puede observarse en las
(figuras 67 y 69).

Respecto al analisis del efecto hormético, ninguno de los ajustes curvilineos
es significativo en P. aeruginosa (figura 68) sin embargo el modelo cuadratico es
significativo en E. coli (R?> = 0.254 y p < 0.0001; figura 70)
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TABLA 33. Valor medio de velocidad de crecimiento (pL) para las concentraciones

de tetraciclina ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion de Velocidad de
tetraciclina q crecimiento SD Ss
(Mg/mL) ()

0 0 0.231 0.031 -

25 3.258 0.180 0.035 0.028
12.5 2.603 0.211 0.035 ns
6.25 1.981 0.230 0.051 ns
3.125 1.417 0.223 0.056 ns
1.563 0.941 0.227 0.052 ns
0.781 0.577 0.219 0.048 ns
0.391 0.330 0.224 0.058 ns
0.195 0.178 0.216 0.061 ns
0.098 0.093 0.221 0.053 ns
0.049 0.048 0.224 0.052 ns

C: concentracion (ug/mL).

g: concentracion expresada como Ln (C+1).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 67. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de tetraciclina de mayor relevancia.
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FIGURA 68. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para tetraciclina frente a Pseudomonas aeruginosa.
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TABLA 34. Valor medio de velocidad de crecimiento (p) para las concentraciones

de tetraciclina en Escherichia coli.

Concentracion de _ Velocidad de
o Concentracion o
tetraciclina crecimiento SD Ss
Ln (C + 1)
(ug/mL) )
0 0 0.374 0.027 -
48.8 x 10°® 0.048 0.254 0.022 0.000
24.4 x 103 0.024 0.357 0.022 ns
12.2 x 103 0.012 0.376 0.024 ns
6.1 x 103 0.006 0.385 0.022 ns
3.05 x 10 0.003 0.384 0.021 ns
1.525 x 1073 0.0015 0.392 0.029 ns
0.763 x 103 0.0008 0.385 0.021 ns
0.381 x 103 0.0004 0.378 0.022 ns
0.191 x 103 0.0002 0.381 0.017 ns
0.095 x 103 0.0001 0.380 0.020 ns

C: concentracion (ug/mL).
SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras
independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 69. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de tetraciclina de mayor relevancia.
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FIGURA 70. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para tetraciclina frente a Escherichia coli.
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5.2.14. Cefalotina

En P. aeruginosa no se alcanza el LOAEL ni con la maxima concentracion
ensayada (tabla 35), e incluso ésta presenta un mayor crecimiento que el control

aunque la diferencia no es significativa.

Sin embargo con este antibiético se ha obtenido un LOAEL de 0.391 pug/mL
para E. coli (tabla 36);

Las curvas de crecimiento muestran que no se superan ampliamente las
correspondientes curvas control (figuras 71 y 73), pero puede observarse en
P. aeruginosa un repunte de la curva de 0.391 pg/mL en las ultimas horas de

crecimiento (figura 71).

En cuanto al efecto hormético, ninguno de los ajustes es significativo en
P. aeruginosa (figura 72), en E. coli el modelo cuadratico si es significativo
(R?=0.148 y p < 0.0001; figura 74).
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TABLA 35. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de cefalotina ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion de Velocidad de
cefalotina q crecimiento SD Ss
(Mg/mL) ()

0 0 0.218 0.032 -
0.391 3.258 0.238 0.051 ns
0.195 2.603 0.216 0.036 ns
0.098 1.981 0.221 0.055 ns
0.049 1.417 0.206 0.035 ns
0.024 0.941 0.212 0.051 ns
0.012 0.577 0.202 0.054 ns
0.006 0.330 0.221 0.058 ns
0.003 0.178 0.198 0.047 ns
0.002 0.093 0.204 0.046 ns

0.763 x 103 0.048 0.215 0.050 ns

C: concentracion (ug/mL).

g: concentracion expresada como Ln (C+1).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 71. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de cefalotina de mayor relevancia.
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FIGURA 72. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para cefalotina frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (W) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 36. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de cefalotina en Escherichia coli.

Concentracion de Velocidad de
Concentracion
cefalotina crecimiento SD Ss
Ln(C +1)
(pg/mL) (Ko)

0 0 0.373 0.023 -
0.391 0.330 0.276 0.024 0.000
0.195 0.178 0.370 0.023 ns
0.098 0.093 0.374 0.018 ns
0.049 0.048 0.378 0.022 ns
0.024 0.024 0.380 0.031 ns
0.012 0.012 0.383 0.020 ns
0.006 0.006 0.380 0.022 ns
0.003 0.003 0.380 0.022 ns
0.002 0.0015 0.384 0.021 ns

0.763 x 103 0.0008 0.376 0.018 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 73. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de cefalotina de mayor relevancia.
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FIGURA 74. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para cefalotina frente a Escherichia coli.
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5.2.15. Ibuprofeno

Observando los valores de . para las concentraciones ensayadas de este
farmaco se puede deducir que, tanto en P. aeruginosa como en E. coli, todos son

inferiores al control (tablas 37 y 38).

Las maximas concentraciones subinhibitorias ensayadas, 25 pg/mL, no
muestran diferencias significativas frente a los controles: en P. aeruginosa,
e = 0.220 + 0.036 frente a p. = 0.226 £ 0.023 en el control y en E. coli,
pe = 0.375 + 0.031 frente a . = 0.388 + 0.020 del control.

Este hecho se corrobora con las curvas de crecimiento (figuras 75y 77), que

en ningun caso se situan por encima de los controles.

El analisis del efecto hormético se puede observar en las figuras 76 y 78,
ninguno de los ajustes, cuadratico, cubico o lineal, es estadisticamente significativo,

ni en P. aeruginosa ni en E. coli.
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TABLA 37. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de ibuprofeno ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion de Velocidad de
ibuprofeno q crecimiento SD Ss
(Mg/mL) ()

0 0 0.226 0.023 -

25 3.258 0.220 0.036 ns
12.5 2.603 0.196 0.043 ns
6.25 1.981 0.201 0.046 ns
3.125 1.417 0.210 0.050 ns
1.563 0.941 0.193 0.050 ns
0.781 0.577 0.178 0.050 ns
0.391 0.330 0.205 0.046 ns
0.195 0.178 0.198 0.036 ns
0.098 0.093 0.211 0.055 ns
0.049 0.048 0.224 0.055 ns

C: concentracion (ug/mL).

g: concentracion expresada como Ln (C+1).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 75. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de ibuprofeno de mayor relevancia.
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FIGURA 76. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para ibuprofeno frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; p. = 0.217
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horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 38. Valor medio de velocidad de crecimiento (pL) para las concentraciones

de ibuprofeno en Escherichia coli.

Concentracion de Velocidad de
Concentracion
ibuprofeno crecimiento SD Ss
Ln (C+1)
(Mg/mL) (He)

0 0 0.388 0.020 -

25 3.258 0.375 0.031 ns
12.5 2.603 0.378 0.023 ns
6.25 1.981 0.370 0.029 ns
3.125 1.417 0.373 0.020 ns
1.563 0.941 0.375 0.016 ns
0.781 0.577 0.379 0.020 ns
0.391 0.330 0.385 0.019 ns
0.195 0.178 0.373 0.018 ns
0.098 0.093 0.374 0.025 ns
0.049 0.048 0.374 0.017 ns

C: concentracion (ug/mL).

SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 77. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de ibuprofeno de mayor relevancia.
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FIGURA 78. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para ibuprofeno frente a Escherichia coli.
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Modelo cuadratico: yL = 0.358 - 0.008 ¢ + 0.002 g%, R? = 0.003; p = 0.791
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Regresion lineal: R? = 0.002; p = 0.567

Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; p. = 0.358

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (1) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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5.2.16. Acido acetilsalicilico

Este farmaco, ampliamente utilizado, igual que ibuprofeno, no muestra
efecto inhibitorio ni estimulante en los ensayos realizados. Con las maximas
concentraciones utilizadas no se ha alcanzado el LOAEL (tablas 39 y 40), y
ademas, todos los valores de p. para las concentraciones ensayadas de este

farmaco son inferiores al control.

Este efecto se confirma al observar las curvas de crecimiento, ninguna

situada por encima de los respectivos controles (figuras 79 y 81).

Tampoco la regresion lineal ni los modelos cuadratico y cubico son

estadisticamente significativos (figuras 80 y 82).
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TABLA 39. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de acido acetilsalicilico ensayadas en Pseudomonas aeruginosa.

Concentracion de Velocidad de
AAS q crecimiento SD Ss
(Mg/mL) (D)
0 0 0.227 0.028 -

25 3.258 0.229 0.024 ns
12.5 2.603 0.220 0.028 ns
6.25 1.981 0.214 0.022 ns
3.125 1.417 0.232 0.036 ns
1.563 0.941 0.230 0.028 ns
0.781 0.577 0.220 0.029 ns
0.391 0.330 0.230 0.037 ns
0.195 0.178 0.225 0.042 ns
0.098 0.093 0.238 0.047 ns
0.049 0.048 0.231 0.048 ns

C: concentracién (ug/mL).

g: concentracion expresada como Ln (C+1).

SD: desviacion estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras

independientes. Se compara el valor de p. de cada concentraciéon con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 79. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa para algunas

concentraciones de acido acetilsalicilico de mayor relevancia.
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FIGURA 80. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para acido acetilsalicilico frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Modelo cuadratico: pL = 0.23 - 0.008 q + 0.002 g?; R? = 0.001; p = 0.900

Modelo cubico: R? = 0.002; p = 0.960

Regresion lineal: R =0.001; p = 0.714

Linea de referencia mediante aplicacion del modelo cuadratico: q = 0; . = 0.230

Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (W) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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TABLA 40. Valor medio de velocidad de crecimiento (p.) para las concentraciones

de acido acetilsalicilico en Escherichia coli.

Concentracion de | Concentracion | Velocidad de SD Ss
AAS Ln (C +1) crecimiento
(Mg/mL) (He)

0 0 0.375 0.023 -
100 4.615 0.348 0.031 ns
50 3.932 0.371 0.030 ns
25 3.258 0.364 0.020 ns
12.5 2.603 0.364 0.021 ns
6.25 1.981 0.361 0.018 ns

3.125 1.417 0.364 0.020 ns
1.563 0.941 0.370 0.017 ns
0.781 0.577 0.364 0.019 ns
0.391 0.330 0.376 0.030 ns
0.195 0.178 0.382 0.023 ns

C: concentracion (ug/mL).
SD: desviaciéon estandar.

Ss: significacion estadistica del test de comparacion de medias para muestras
independientes. Se compara el valor de p. de cada concentracién con el control

(concentracion 0).

ns: no significativo (p > 0.05).
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FIGURA 81. Curvas de crecimiento de Escherichia coli para algunas

concentraciones de acido acetilsalicilico de mayor relevancia.
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FIGURA 82. Recta de regresion lineal y ajuste al modelo cuadratico de hormesis

para el acido acetilsalicilico frente a Escherichia coli.
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Velocidad de crecimiento: valores de la velocidad de crecimiento (n) alas 3,4y 5

horas de cultivo (fase exponencial).
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6.1. De la metodologia

El modelo de respuesta de dosis umbral es el habitualmente utilizado en los
estudios de toxicologia o farmacologia. Este mismo modelo se aplica para los
efectos sanitarios y medioambientales de contaminantes y estudios
epidemioldgicos sobre factores de riesgo. Sin embargo, estos modelos basados en
la dosis umbral y la linealidad de la relacion dosis-respuesta no son adecuados para

explicar el comportamiento a bajas dosis de muchos factores causales.

Frecuentemente existe una relacion dosis-respuesta bifasica, produciéndose
una estimulacion a bajas dosis y una inhibicion a dosis elevadas, como se ha
indicado en la introduccion (CALABRESE, 2015b). Aunque es un tema
controvertido, este efecto hormético a bajas dosis podria suponer un beneficio para
la salud y el medio ambiente, por lo que recientes trabajos tratan de demostrar
argumentos a favor de este efecto positivo y su aplicacion en la practica. Las
investigaciones se han dirigido al estudio de diversos factores de riesgo de
naturaleza fisica y quimica, mediante modelos biolégicos que utilizan una amplia
variedad de organismos, e incluso estudios epidemiolégicos (véase apartado
1.3.3.).

Nuestro estudio se ha dirigido a un grupo de sustancias que pueden
encontrarse como contaminantes en el agua, o en los distintos organismos de la
cadena trofica, y por consiguiente pueden constituir un factor de riesgo para el
medio ambiente, y la poblacion humana a través del agua de bebida y los alimentos.
Hemos estudiado un grupo de sustancias usando un modelo en el que realizamos
la experiencia con un control y una serie de muestras objeto de estudio, con
concentraciones subinhibitorias decrecientes, diluciones seriadas 2 como se

expone en la metodologia (véase apartado 4.4.).

En el grupo de sustancias ensayadas se han incluido 3 desinfectantes, muy
usados, tanto a nivel hospitalario como ambulatorio, como son el digluconato de

clorhexidina, povidona yodada y cloruro de benzalconio, estos adquieren gran
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importancia para la desinfeccion de la piel, lavado de manos, desinfeccion
preoperatoria, etc. (SANCHEZ y SAENZ, 2005; OMS, 2005).

También se han estudiado 4 metales pesados como son el bario, cadmio,
mercurio y plomo, que la OMS considera de importancia en las aguas de consumo
publico (OMS, 2006). Por esta misma razdén se han incluido los aniones fluor y
nitrito. Ademas, manganeso y molibdeno se han incluido en este estudio por ser
elementos esenciales para la salud humana, pero que presentan toxicidad a
elevadas concentraciones (BIESALSKI y GRIMM, 2007).

Entre las sustancias organicas incluidas en el estudio se ha seleccionado el
bromodiclorometano, perteneciente al grupo de los trihalometanos, ya que la
presencia de estos compuestos halogenados en el agua de consumo publico,
suscita un interés creciente desde la perspectiva de la salud publica
(CALDERON y cols., 2002).

También hemos estudiado otras sustancias organicas, entre ellas,
3 hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP): benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno
y benzo[e]pireno; los HAP son contaminantes que se encuentran dispersos en el
ambiente y provienen tanto de fuentes naturales como de diversas actividades
humanas, en particular aquellas que involucran procesos de combustion incompleta
donde las temperaturas sobrepasan los 700 °C (VERA-AVILA y cols., 2002).

Por ultimo afadimos al estudio 4 medicamentos, 2 antibidticos de uso
frecuente (tetraciclina y cefalotina) y 2 farmacos de uso generalizado (ibuprofeno y
acido acetilsalicilico). Los farmacos han sido encontrados en aguas superficiales y
subterraneas e incluso en el agua potable. Cientificos alemanes publicaron que sea
cual sea la muestra de agua escogida pueden encontrarse entre 30 y 60 productos
farmacéuticos. La concentracién de estos productos en el agua es del orden de
partes por billon, comparable a la que se encuentran los pesticidas
(PENATE y cols., 2009).



Discusion. ESTUDIO DEL EFECTO HORMETICO EN SUSTANCIAS BIOCIDAS DE INTERES SANITARIO

Pagina |189

En todas las sustancias ensayadas se han utilizado concentraciones
subinhibitorias, inferiores al LOAEL, con objeto de determinar si se observa efecto

hormético.

Hemos empleado P. aeruginosa como modelo bacteriano para analizar el
posible efecto hormético, por tratarse de una bacteria ambiental y patdégeno
oportunista, ademas esta ampliamente relacionado con la infeccion nosocomial
(GOMEZ y cols., 2005). También hemos incluido E. coli como modelo bacteriano
para estudios de toxicidad, este modelo se ha utilizado en diferentes estudios y ha
mostrado su utilidad (ESPIGARES vy cols., 1990; ESPIGARES y cols., 1998;
OBERG-FERRAGUT y cols., 1991; SEGOVIA y cols., 2002).

La utilizacién de bacterias para estudiar hormesis ya ha sido previamente
descrita por algunos trabajos como el que dio pie al desarrollo de esta tesis
MORALES FERNANDEZ y cols. (2014) (anexo 1) y el de otros autores, como se ha
indicado anteriormente (NANCHARAIAH y FRANCIS. 2015; NIKOLIC y cols., 2015;
GUO y cols., 2010).

Los modelos bacterianos tienen como ventaja que se estudian poblaciones
muy grandes, con elevada velocidad de crecimiento, aunque tienen el
inconveniente que el factor de incertidumbre por la variacién intraespecies puede
ser muy grande (REPETTO y REPETTO, 2009).

No obstante, los modelos bacterianos contribuyen al descubrimiento o
confirmacion del efecto hormético de contaminantes, como podemos observar en
diferentes publicaciones (CLANTON vy cols., 2015; LIU y cols.,, 2015;
DAVIES y cols., 2006), aunque posteriormente se deban extender las
investigaciones a otros modelos bioldgicos y estudios epidemioldgicos en poblacion

humana.

Los valores de LOAEL obtenidos en nuestro estudio superan, en la mayor

parte de las sustancias ensayadas, los obtenidos en organismos eucarioticos
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pluricelulares, con especial atencion a la especie humana.

Ademas, también nuestros resultados superan ampliamente los valores guia
que establece la OMS para las aguas de bebida, lo cual se explica porque nuestro
modelo bacteriano esta basado en el estudio de la toxicidad aguda a corto plazo,
con efectos sobre la permeabilidad, microestructuras celulares y rutas metabdlicas,
mientras que en los riesgos para la ingesta humana se tienen en cuenta ademas,
efectos organicos a corto y largo plazo, efectos cancerigenos y teratogénicos, etc.,
a lo que se anade los factores de incertidumbre. Precisamente hay que considerar
que los valores guia que establece la OMS para las aguas de bebida, asi como los
valores de LOAEL y NOAEL, con frecuencia vienen establecidos por los efectos
mutagénicos o cancerigenos, que no se contemplan en el modelo bacteriano

utilizado.
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6.2. De los resultados para los desinfectantes

Estos resultados han sido previamente publicados (ver anexo 1), de los que
incluimos los relativos a Pseudomonas aeruginosa frente a tres antisépticos

ampliamente utilizados como se ha comentado anteriormente.

Hemos obtenido las curvas de crecimiento a concentraciones mitad a partir
de la maxima ensayada, si bien en las figuras 10, 13 y 16 no se han representado
las curvas correspondientes a algunas concentraciones por ser graficamente muy

coincidentes con otras.

El medio de cultivo utilizado ha sido VBGT, medio minimo que tiene la
ventaja de contener menos sustancias interferentes que un medio complejo,
reduciéndose asi posibles alteraciones de la actividad del desinfectante. En las
condiciones de cultivo descritas el crecimiento se ha medido durante 9 horas. Como
puede observarse en las figuras 10, 13 y 16 durante este tiempo se produce la fase

logaritmica de crecimiento y en las dos ultimas horas comienza la fase estacionaria.

Para la construccion de las curvas de crecimiento no es adecuado utilizar
directamente las absorbancias, ya que no siempre se parte en todos los ensayos
de iguales valores. Esa posible variabilidad en las absorbancias iniciales se elimina
obteniendo los valores de g como se ha descrito en la metodologia, valor que

inicialmente siempre es 0.

El crecimiento de P. aeruginosa es inferior al control en todas las
concentraciones de clorhexidina ensayadas (figura 10). Puede observarse una
inhibicion total del crecimiento a concentracién de 9.77 pg/mL, que coincide con
datos previamente publicados (THOMAS y cols., 2000; LOUGHLIN vy cols., 2002).
Las diferencias con el control son significativas para todas las concentraciones
aunque las concentraciones de 0.15, 0.08 y 0.04 pg/mL presentan diferencias
significativas con el control s6lo a partir de las 5 horas de cultivo. Como puede

observarse en la figura 10, las concentraciones de 0.08 y 0.04 uyg/mL presentan un
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mayor efecto inhibitorio que otras concentraciones mas elevadas tales como
1.22 y 0.31 pg/mL.

También ocurre algo similar para povidona iodada (figura 13), ya que las
curvas de crecimiento correspondientes a las concentraciones de 3.05, 1.53 y
0.76 pg/mL presentan una mayor inhibicion que la correspondiente a la
concentracion de 12.21 pg/mL. Todas las concentraciones muestran diferencias

significativas con el control.

En la accion del cloruro de benzalconio sobre P. aeruginosa (figura 16), se
produce una inhibicion total a la concentracion de 19.53 ug/mL, concentraciéon
inhibitoria que coincide con los observados por otros autores
(LOUGHLIN y cols., 2002). También se observa que las curvas de crecimiento de
las concentraciones de 0.31 y 0.08 ug/mL presentan una mayor inhibicién que la
correspondiente a 1.22 pg/mL. Todos los valores de g para las distintas

concentraciones presentan diferencias significativas con los de la curva control.

Estos resultados indican que en los desinfectantes y cepa estudiada,
algunas concentraciones bajas producen un mayor efecto inhibitorio que otras
concentraciones mas altas, es decir, no se presenta una buena relacién dosis-
respuesta, lo que puede hacer pensar en un efecto hormético. Para comprobar la
existencia de este efecto hemos obtenido la relacion dosis-respuesta utilizando
como variables la concentracién y la velocidad de crecimiento como se explica en

los resultados.

Con mucha frecuencia el efecto hormético no se considera ya que la relacion
dosis-respuesta se ajusta a una regresion lineal. También nuestras variables q y p.
se ajustan a un modelo lineal, todos los desinfectantes ensayados muestran una
correlacion lineal significativa (figuras 10, 13 y 16), pero este modelo no explica bien
los resultados, ya que con P. aeruginosa la clorhexidina a concentracién de
0.076 pug/mL (g = 0.073) muestra mayor efecto inhibidor que la concentracion de

0.610 pyg/mL (g = 0.476) (tabla 6), lo que corresponde a un efecto hormético que no
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se detecta en el ajuste lineal, y sin embargo, los valores presentan un ajuste

estadisticamente significativo a un modelo cubico (figura 11) que revela este efecto.

En el caso de la povidona yodada se muestra un comportamiento irregular.
Con P. aeruginosa, observamos (tabla 7) que la concentracion de 12.207 pg/mL
(q

(g
(p = 0.025). El conjunto de los datos correspondientes a todas las concentraciones

2.581) tiene menos efecto inhibidor que la concentracion de 3.052 pg/mL

1.399), siendo las diferencias significativas entre ambas concentraciones

ensayadas frente a P. aeruginosa se ajusta significativamente al modelo hormético

cubico (figura 14).

El cloruro de benzalconio también muestra zonas en forma de U para
P. aeruginosa. Para esta cepa la concentracién de 1.22 uyg/mL (g = 0,798) presenta
menor efecto inhibidor que las concentraciones 0.61 (q = 0,476), 0.305 (g = 0,266),
0.153 (q = 0,142) y 0.076 (g = 0,074) ug/mL (tabla 8), siendo todas las diferencias
estadisticamente significativas. Considerando las concentraciones inferiores a 4,88
pg/mL para la aplicacion de los modelos propuestos, los resultados muestran que

los datos se ajustan al modelo cubico (figura 17).

En los resultados de los desinfectantes podemos observar que ademas del
ajuste al modelo cubico (figuras 11, 14 y 17) como se realizé en el trabajo del anexo
I, también se han obtenido los valores correspondientes a las 3, 4 y 5 horas de
cultivo (tablas 6, 7 y 8), tal como hemos procedido para el resto de sustancias
ensayadas. Se observa que, para las horas 3, 4 y 5 en el caso de los desinfectantes,
los resultados son casi idénticos que en el caso de los datos a las 4, 5 y 6 horas. El
ajuste al modelo cuadratico y lineal de estos datos (figuras 12, 15 y 18), para los

tres desinfectantes es también estadisticamente significativo.

Todo lo anteriormente expuesto muestra que el estudio dosis-respuesta de
los desinfectantes parece no ser tan simple como la aplicacién de un modelo lineal
para todas las concentraciones. Para estudios con concentraciones de

desinfectantes relacionadas con la concentracién bactericida minima (CMB), los
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modelos tales como el de Chick-Watson, o modelos mas avanzados como el de
Lambert y Johnston (2000) que considera que la concentracion del desinfectante
va disminuyendo durante el proceso de desinfeccion, explican perfectamente el
efecto dosis-respuesta y tiempo de accion del desinfectante. Asi ocurre en todos
los desinfectantes y cepas bacterianas incluidas en este estudio, con una regresion
lineal logaritmica significativa que explica la relacion dosis-respuesta. Sin embargo,
a concentraciones bajas esta relacion no es lineal y aparecen efectos horméticos
en los que concentraciones mas bajas tienen un mayor efecto inhibitorio. Este
hecho tiene una gran importancia para la desinfeccion desde un punto de vista

practico.

Para la desinfeccién de heridas, material, superficies, etc. se utilizan
concentraciones por encima de la CMB, pero si en algunas zonas solo se alcanzan
concentraciones que producen efecto hormético, lejos de producir una desinfeccion
lo que se produce es una estimulacion del crecimiento. En las heridas infectadas,
en la que los microorganismos pueden encontrarse en zonas a las que no llega
adecuadamente el desinfectante este efecto hormético puede tener mucha
importancia. Ademas existen otros estudios que se han realizado sobre el efecto
hormético de desinfectantes como es el estudio sobre la citotoxicidad de los
compuestos o-fenilfenol, o-bencil-p-clorofenol y p-amilfenol terciario, empleados
como ingredientes activos de desinfectantes fendlicos, evidencié un efecto
hormético a bajas concentraciones (DAVOREN y FOGARTY, 2006).

Por otro lado las soluciones acuosas de formaldehido producen una
inhibicion de la acetilcolinesterasa en la lombriz Eisenia andrei, pero la aplicacion
de bajas concentraciones de formaldehido produce una mayor actividad
acetilcolinesterasa comparada con el control (HACKENBERGER vy cols., 2012).
Esto no hace otra cosa que afirmar la importancia a este fenémeno en relacién a
los diferentes tipos de desinfectantes que se usan hoy por hoy y en las diferentes
circunstancias en las que se pueden encontrar, ademas de considerar la gran

variabilidad de organismos a los que pueden afectar.
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6.3. De los resultados para el resto de sustancias

ensayadas

El bario presenta un NOAEL en humanos de 7.3 pg/mL segun los estudios
epidemioldgicos, y la OMS establece para las aguas de bebida un valor guia de 0.7
Mg/mL. También para las aguas de consumo la OMS establece un valor guia para
el cadmio de 0.003 pg/mL y de 0.01 pg/mL para el plomo. El mercurio es un metal
muy toxico que se encuentra como contaminante debido a la accidon antropica, y
para el que la OMS establece un valor guia de 0.006 pg/mL en las aguas de bebida.
En el caso del manganeso y molibdeno, aunque sean elementos esenciales para
la vida humana, se deben tener en cuenta sus limites de ingesta, ya que un elevado
consumo y acumulo de éstos puede provocar toxicidad, por lo que la OMS
establece unos valores de referencia de 5x10° y 7x10° ug/mL respectivamente.
Con el fluor y los nitritos al igual que el resto de sustancias anteriores se establecen
unos valores guia de 1,5 y 3 pg/mL respectivamente. También encontramos que la
OMS establece un valor guia de 0,06 pg/mL para el bromodiclorometano
(WHO, 2011a,b,c,d).

Con los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), a pesar de su baja
solubilidad en agua, su presencia en este medio esta fuertemente regulada, en la
mayoria de los paises, debido a los riesgos potenciales para la salud humana. Por
ejemplo, en la Unidon Europea se ha establecido como norma que la suma de la
concentracion de 6 HAP (fluoranteno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, benzo(ghi)perileno e indeno(cd)pireno) en agua potable debe ser
inferior a 0.2 pg/L, con una concentracién limite de 20 ng/L para benzo(a)pireno.
En el caso de aguas superficiales usadas como fuente de abastecimiento para agua
potable, el limite establecido para la suma de los 6 HAP es de 1 ug/L
(VERA-AVILA y cols., 2002).

Los antibidticos debemos considerarlos ya que debido a su uso extendido

pueden afectar a la salud humana de una forma directa e indirecta.
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Como ejemplo, se puede mencionar que se incluyen dentro del amplio grupo
de compuestos que forman parte de la composicion de un pienso animal, pudiendo
actuar con dos fines claramente diferenciados; como terapéuticos y/o profilacticos

y como promotores de crecimiento.

En los ultimos anos, el uso veterinario de antibidticos, especialmente los
empleados como promotores de crecimiento animal, esta siendo objeto de duras
criticas y presiones legales. La razén se debe a que, al parecer, estos agentes
podrian ser los causantes directos del incremento de casos de resistencia a los
medicamentos antimicrobianos administrados en la medicina humana. Por un lado,
los alimentos procedentes de animales tratados terapéuticamente con agentes
antimicrobianos pueden contener trazas de éstos que se incorporan al organismo
humano a través de la cadena alimentaria, fomentando igualmente la aparicion de
microorganismos resistentes en el hombre. Por otro lado, el consumo continuado
de antibiéticos promotores de crecimiento, aun a concentraciones subterapéuticas,
fomenta la aparicion en los animales de cepas de microorganismos resistentes que
por diferentes vias de transmision, especialmente a través de la cadena alimenticia,

pueden llegar al ser humano.

Las tetraciclinas y las cefalosporinas son algunos de los antimicrobianos que
se usan para administrar en terapias animales llevadas a cabo por los veterinarios
cuyos limites maximos residuales (LMR) estan preestablecidos entre los cuales
podemos ver que para el caso del LMR en leche de bovinos es de 100 ug/Kg en
ambos casos (CANCHO vy cols., 2000).

Existen estudios en los que se demuestra que los niveles de oxitetraciclina
superaron el LMR establecido por la UE de 100 ppb para este antimicrobiano
(FRANCO y cols., 2008).

Hay un estudio en el que se ha utilizado una combinacion de ensayos
genomicos y funcionales, demostrando que los antibidticos (tobramicina,

tetraciclina y norfloxacina) a concentraciones subinhibitorias desencadenan la
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expresion de determinantes que influyen en la virulencia del patégeno bacteriano
oportunista P. aeruginosa. Los tres antibidticos inducen la formacién de biofilm
(LINARES y cols., 2006).

Todos los antibidticos de uso humano, excepto los que presentan un
metabolismo hepatico, como es el caso de las tetraciclinas, se eliminan sin
metabolizar a través de las vias biliar, renal y por heces. La eliminacién por orina
varia segun el compuesto, por ejemplo, es muy escasa para minociclina (6%) y
clortetraciclina (18%), moderada-baja para doxiciclina (42%) y aceptable para
tetraciclina (60%), el resto del farmaco se elimina en las heces
(VICENTE y PEREZ-TRALLERO, 2010). Por lo tanto la eliminacién de los
antibioticos que no sufren la metabolizacion por via hepatica supone una
contaminacion de las aguas residuales por lo que diariamente se produce una
importante fuente de contaminacion medio ambiental con las consecuencias que

para la salud humana ello conlleva.

Para el caso del ibuprofeno y acido acetilsalicilico existen estudios que nos
indican, que entre otras muchas sustancias, farmacos del tipo antinflamatorios,
como son las que hemos usado en este estudio tienen presencia como
contaminantes del medio ambiente, por su amplia utilizacion en la poblacion general
y en los efluentes de los hospitales, lo que puede traducirse en una importante
fuente de liberacion de farmacos en el medio ambiente debido a las altas
concentraciones presentes en tales efluentes. El ibuprofeno y el atenolol fueron
detectados en un efluente hospitalario a una concentracion muy alta, incluso
superior a 100 ug/L, estas concentraciones no son sorprendentes, debido al hecho
de que estos productos farmacéuticos son ampliamente utilizados en hospitales
(GOMEZ y cols., 2006).

El efecto hormético de una sustancia puede ser sugerido mediante la
construccion de las curvas de crecimiento a distintas concentraciones
subinhibitorias. Son indicativas de hormesis cuando la curva supera el crecimiento

del cultivo control, pero dado que el efecto suele ser pequefio las diferencias
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pueden no ser significativas.

En nuestro estudio ocurre este hecho en algunas concentraciones de ciertas
sustancias. Asi se muestra de forma evidente en las curvas de 100 y 200 pg/mL de
bario frente a P. aeruginosa (figura 19), y de forma menos evidente en la de
0.098 ug/mL frente a E. coli (figura 21). En la curva de 50 uyg/mL de manganeso
frente a P. aeruginosa (figura 27), se observa claramente que supera al control, en

este caso con diferencias significativas.

Algunas otras sustancias ensayadas en este estudio muestran indicios en
las curvas de crecimiento de algunas concentraciones de un efecto estimulante: es
el caso del cadmio (figuras 23 y 25), mercurio frente a P. aeruginosa (figura 31),
molibdeno frente a E. coli (figura 37), nitritos frente a P. aeruginosa (figura 47), o

bromodiclorometano frente a E. coli (figura 53).

A excepcién del manganeso frente a P. aeruginosa (figura 27), ninguna de
las curvas de concentraciones que superan el control muestran diferencias
significativas, pero hay que entender que el efecto hormético observado en las
curvas de crecimiento es pequefio. No obstante, hay observaciones que no se
deben a priori descartar, aunque las diferencias sean pequefias y estadisticamente
no significativas, ya que a veces la falta de significacién estadistica no excluye una
posible significacion bioldgica. No sélo las curvas de crecimiento indican un efecto
hormético, también algunas de las concentraciones individualmente consideradas
muestran una mayor velocidad de crecimiento que el control, como puede
observarse en las tablas que se muestran en los resultados, en las que se exponen
los valores medios de la velocidad de crecimiento para las distintas concentraciones

de las sustancias ensayadas frente a P. aeruginosa y E. coli.

Sin embargo, cualquier analisis de dosis-respuesta debe considerar el
conjunto de los datos, y no valores individuales de concentraciones, como ocurre
con la consideracion de las curvas y velocidades de crecimiento para

concentraciones determinadas. Asi, el efecto hormético debe ser analizado
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mediante el ajuste a modelos de regresidon cuadratica y cubica, en comparacion con
el modelo lineal habitualmente utilizado en los estudios de dosis respuesta. Para
estos modelos de regresion hemos utilizado como variable independiente la
concentracion transformada al valor ¢, y . como variable dependiente. Como se
ha indicado en la metodologia (véase apartado 4.4.), con estas sustancias
ensayadas hemos elegido preferentemente el modelo cuadratico, que muestra mas
claramente el efecto hormético, siempre que los valores de p y R? fueran mas

favorables que en el modelo lineal.

Las dos especies bacterianas utilizadas, P. aeruginosay E. coli detectan una
mayor hormesis en los metales que en las sustancias organicas ensayadas, y en el
ajuste curvilineo E. coli refleja mas claramente el efecto hormético que
P. aeruginosa. Ademas, teniendo en cuenta los valores de p y R?, en todos los

casos el modelo cuadratico presenta un mejor ajuste que el modelo lineal.

En varias de las sustancias ensayadas, los modelos horméticos muestran la
caracteristica curva U invertida de dosis-respuesta, en los que . toma valores por
encima de la linea de referencia (concentracion 0 del modelo). Asi, en el caso del
modelo cuadratico de hormesis del bario frente a E. coli (R? = 0.466, p < 0.0001),
calculando para un valor de g = 1.98 (6.25 pg/mL) se obtiene p. = 0.379, que es
86 % mayor que p. para q = 0 (figura 22). En el cadmio, para una
g = 1.56 (3,75 pyg/mL), en el modelo frente a E. coli (R> = 0.338, p < 0.0001), el
resultado es p. = 0.380, un 3.9 % mas que . para q = 0 (figura 26).

En el manganeso se observa la curva de hormesis tanto en P. aeruginosa
como en E. coli. En P. aeruginosa (R? = 0.286, p < 0.0001), con una concentracion
de 6.25 pug/mL, el valor de p. se incrementa un 15.1 % (figura 28). En el modelo
cuadratico frente a E. coli (R? = 0.604, p < 0.0001), para una concentraciéon de
3.95 pg/mL (g = 1.60) se obtiene p. = 0.384, un 8,2 % mayor que para g = 0 (figura
30).
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En el analisis de hormesis del mercurio, se observa la curva caracteristica
frente a E. coli pero no frente a P. aeruginosa. Aplicando el modelo cuadratico frente
a E. coli (figura 34), para q = 0.149 (0.161 pg/mL) obtenemos . = 0.398, mientras
que para d = 0 el valor de W = 0.361, un 10.2 % menor, es decir, el modelo
hormético en E. coli, con un nivel de significaciéon p < 0.0001, explica que algunas
concentraciones mas altas de mercurio tienen un efecto beneficioso, ya que

estimulan el crecimiento en mayor medida que algunas concentraciones mas bajas.

En el molibdeno solo se obtienen modelos significativos en E. coli y no en
P. aeruginosa. Puesto que se trata de un elemento esencial pero que puede
presentar toxicidad a dosis mayores, cabria pensar que pudiese tener un marcado
efecto hormético, lo cual no se verifica en los modelos de hormesis obtenidos. En
el modelo frente a E. coli (figura 38), para un valor de q = 1.7 (4.47 ug/mL), el valor
de w = 0.376 representa un 3.7 % mas que el valor que se obtiene para

concentracion 0.

En el plomo, como en el molibdeno, sb6lo se observa una curva caracteristica
de hormesis en E. coli y no en P. aeruginosa (figuras 42 y 40), aunque el ajuste
para ambos microorganismos muestren un nivel alto de significacion estadistica.
En el modelo frente a E. coli (R>=0.610, p < 0.0001), para q = 1.417 (3.125 ug/mL),

el valor de p. = 0.369 es un 5.6 % mayor.

Fluoruro y nitritos muestran unos resultados bastante similares. Ambos
presentan curvas caracteristicas de hormesis en P. aeruginosa (figuras 44 y 48) y
E. coli (figuras 46 y 50) aunque el ajuste es mejor para este ultimo y muestra de
forma mas evidente el efecto hormético. En el modelo de fluoruro frente a E. coli,
para una concentracion de 6.25 ug/mL, el incremento de . respecto al valor 0 es
6.7 %. En el modelo de nitritos frente a E. coli para la misma concentracién de

6.25 pg/mL, el incremento de . respecto al valor 0 es 12 %.

Aunque la mayoria de estudios han abordado el efecto téxico agudo de

diversos elementos metalicos, unos cuantos se han orientado a determinar su
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posible efecto hormético como es el caso del estudio realizado en el pez Poecilia
reticulata, que muestra que cromo y vanadio tienen efecto hormético
(PEREZ-BENITO, 2006). La toxicidad cronica de arsénico, cobalto, cromo y
manganeso se ha estudiado frente al crustaceo Hyalella azteca, observandose un
efecto hormético sélo en el arsénico (NORWOOD vy cols., 2007). También se ha
observado el efecto hormético del paladio en la planta leguminosa Pisum sativum
(RONCHINI y cols., 2015) y del cerio en embriones de erizo de mar (PAGANO y
cols., 2015).

La hormesis ha sido observada en células con numerosos iones metalicos
(Mn, Hg, Zn, Cd, Pb, Ag, etc.). Hay estudios de citotoxicidad utilizando un ensayo
in vitro basado en bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) que
revelaron que las células McCoy expuestas a bajas concentraciones de mercurio
(0,7 uM), cadmio (1 uM) y cloruro cuprico (3 uM) exhibieron aumentos significativos
en la actividad celular (DAMELIN y cols., 2000).

Las sustancias organicas ensayadas mediante esta metodologia
previamente descrita muestran escaso efecto hormético. Los modelos cuadratico,
cubico y lineal resultan no significativos para bromodiclorometano, benzo[a]pireno,
benzo[e]pireno, ibuprofeno y acido acetilsalicilico. Los modelos son significativos
en benzo[alantraceno frente a ambos microorganismos, y tetraciclina y cefalotina

frente a E. coli.

Estos resultados coinciden con los conocimientos sobre los efectos que
estas sustancias tienen sobre la salud. La acciéon de bromodiclorometano,
benzo[a]pireno y benzo[e]pireno es mutagénica y cancerigena, y como se ha
comentado anteriormente, el tipo de ensayo utilizado en este trabajo no permite
determinar estos efectos, sino la toxicidad aguda. En al caso de benzo[a]antraceno
si se muestra un cierto efecto toxico, tanto en E. coli como en P. aeruginosa, pero

el efecto hormético es nulo.

Aunque en nuestro estudio con ibuprofeno y acido acetilsalicilico hemos

tenido resultados no significativos, esto no nos hace descartar el que con otros
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farmacos y en otros organismos se pueda producir efecto hormético. Asi, en el
estudio que se hizo para evaluar la toxicidad acuatica de productos farmacéuticos
en Daphnia, la exposicion cronica al antidepresivo fluoxetina incrementa la
fecundidad, y la exposicién aguda al acido clofibrico aumenta la proporcion de
machos nacidos; por el contrario, en este estudio los antibidticos eritromicina,
lincomicina, sulfametoxazol y trimetoprim no muestran efecto hormético
(FLAHERTY y DODSON, 2005).

En nuestro caso, con tetraciclina y cefalotina obtenemos en E. coli resultados
significativos que nos hace plantearnos que podria existir hormesis para estos
antibidticos. Existen mas estudios en los que se observa efecto hormético con
diferentes antibidticos y organismos como es el caso del estudio de las tetraciclinas;
cuando se encuentran como contaminantes ambientales, inducen una respuesta
hormética en el crecimiento de la planta Zea mays (MIGLIORE vy cols., 2010), y en
la oxytetraciclina también se demuestra un efecto hormético en la actividad
enzimatica del ATP en gldbulos rojos humanos (CHI y cols., 2014). También se ha
visto que bajos niveles de amoxicilina muestran un efecto hormético en el
crecimiento de Microcystis aeruginosa (LIU y cols., 2015) y algunos antibidticos,
independientemente de sus receptores y modo de accion, presentan el fendmeno
de hormesis y provocan una considerable activacion de la transcripcion a bajas
concentraciones (DAVIES y cols., 2006).

Los modelos estadisticamente significativos para tetraciclina y cefalotina no
muestran efecto hormético, y probablemente respondan mejor a un modelo umbral,
aunque existen estudios en los que se ha observado el efecto hormético en diversos
antibiéticos. Debido al uso intensivo de enrofloxacina y ciprofloxacina en medicina
humana y veterinaria, estas fluoroquinolonas aparecen como contaminantes en
ambientes acuaticos. Se ha evaluado el efecto de estos antibidticos en plantas de
cultivo de las especies Cucumis, Lactuca, Phaseolus y Raphanus, mediante medida
del crecimiento postgerminativo, observandose un efecto inhibitorio a
concentracion de 5000 pg/L, y un efecto hormético a concentraciones de
50 y 100 pg/L (MIGLIORE, y cols., 2003).
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Tras todo lo anteriormente expuesto, podemos resumir que en mayor o
menor medida todas las sustancias inorganicas ensayadas muestran un efecto
hormético que oscila en incrementos de la velocidad de crecimiento entre el 15.1 %

del manganeso frente a P. aeruginosa y el 3.7 % del molibdeno frente a E. coli.

Estos datos estan en concordancia con lo senalado en los trabajos
publicados anteriormente, que indican que la respuesta hormética es mas frecuente
de lo que habitualmente se piensa, y también coinciden en que el efecto hormético
no suele ser muy elevado, aunque si significativo en cuanto a los efectos positivos
que puede producir. En cambio, ninguna de las sustancias organicas ensayadas ha
mostrado hormesis mediante el modelo bacteriano utilizado, que no seria el mas
adecuado debido a los efectos de toxicidad crénica de algunas de estas sustancias,

o por ajustarse mejor al modelo umbral en otras.
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1. Hemos podido comprobar que Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli
pueden ser utilizados como modelos bacterianos para la investigacion de
hormesis en sustancias que constituyen factores de riesgo en Salud Publica.
Estos modelos tienen la ventaja de utilizar poblaciones muy numerosas con

elevada velocidad de crecimiento, lo que facilita la observacion de los efectos.

2. Los modelos bacterianos en general, y P. aeruginosa y E. coli en particular, como
especies utilizadas en nuestro estudio, tienen el inconveniente de que estan
filogeneticamente muy alejados de la especie humana, por lo que presentan un
elevado valor de incertidumbre, y valores como LOAEL y NOAEL no coinciden
cuantitativamente, pero han demostrado su utilidad en estudios de toxicidad

aguda y para el descubrimiento o confirmacion de efectos hormeéticos.

3. Se han ensayado concentraciones subinhibitorias de clorhexidina, povidona
iodada y cloruro de benzalconio. Nuestros datos con P. aeruginosa, previamente
publicados, muestran que algunas concentraciones de estos tres antisépticos
son menos inhibidoras que otras concentraciones menores, lo que indica un
efecto hormético, que se confirma mediante el ajuste estadisticamente

significativo a los modelos cuadratico y cubico.

4. Se ha estudiado la hormesis en las siguientes sustancias inorganicas: bario,
cadmio, manganeso, mercurio, molibdeno, plomo, fluoruro y nitritos. En mayor o
menor medida todas las sustancias inorganicas ensayadas muestran un efecto
hormético que oscila entre incrementos de la velocidad de crecimiento del
15.1 % del manganeso frente a P. aeruginosa y el 3.7 % del molibdeno frente a

E. coli.

5. Con respecto a las sustancias organicas ensayadas podemos concluir de forma
general que hemos detectado un escaso o nulo efecto hormético. Los modelos
cuadratico, cubico y lineal resultan no significativos para bromodiclorometano,
benzo[a]pireno, benzo[e]pireno, ibuprofeno y acido acetilsalicilico. Los modelos
son significativos en benzo[a]antraceno frente a ambos microorganismos, y

tetraciclina y cefalotina frente a E. coli, pero no se observa hormesis.
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Abstract The study of the dose—response relationship of disin-
fectants is of great importance in treating infection, the objective
being to use concentrations above the minimal bactericidal con-
centration (MBC). Below these concentrations, the bacteriostatic
or bactericidal effect may be insufficient. Moreover, at low
concentrations, a hormetic effect may be observed, producing a
stimulation of growth instead of inhibitory action. Hormesis is
not well known in the context of antimicrobial substances. This
study investigates the possible existence of a hormetic effect in
three commonly used antiseptics—chlorhexidine digluconate,
povidone iodine and benzalkonium chloride—on strains of ref-
erence of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa.
Growth curves were determined for different concentrations of
the disinfectants. The variables studied—concentration of disin-
fectant, instantaneous growth rate and number of generations—
were analysed using linear, quadratic and cubic models to
adjust for the variables. The three disinfectants tested show a
significant hormetic effect with P aeruginosa and a less
significant effect with S. aureus. These findings point to a
dose-response effect that is not linear at low concentrations,
while hormetic effects observed at some low concentrations
result in greater bacterial growth. In infected wounds, mate-
rials or surfaces where microorganisms may occupy zones of
difficult access for a disinfectant, the hormetic effect may
have important consequences.

Introduction

When the toxic effects of substances are studied, the inhibition
of certain biological processes is observed above a threshold
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Department of Preventive Medicine and Public Health, Faculty of
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level, with a dose-response relationship. However, the so-
called Arndt-Schultz law and Hueppe’s rule establish that
substances inhibiting biological processes at sub-lethal levels
may produce a stimulating action at low concentrations.
Schultz found that many chemical substances could stimulate
growth and respiration in yeast; later on, Hueppe demonstrat-
ed that bacteria behave in the same way. Southam and Ehrlich
described the effect of a natural antibiotic that inhibited the
growth of certain fungi, but at low levels, it exerted the
opposite effect. They proposed the term “hormesis” to de-
scribe a stimulating effect of sub-inhibitory concentrations of
toxic substances in organisms [1]. This means that the dose—
response relationship is not linear, but forms a U-shaped curve
[2, 3].

Yet, this hormetic effect has attracted limited attention on
the part of researchers [4]. Some studies approach the topic
and describe examples of the hormetic effect of sodium hy-
pochlorite in the production of proteins in human fibroblasts,
of penicillin in bacterial growth and of alcohol in the serum
levels of testosterone in rats [2], of fluoroquinolones,
enrofloxacin and ciprofloxacin presenting a hormetic effect
in plant cultures [5], and of sulfonamides in Photobacterium
phosphoreum [6]. Even the Ames mutagenicity test has been
analysed from the perspective of hormesis [7, 8].

From the standpoint of public health, hormesis would appear
to be more frequent than the dose-response curves commonly
used in the evaluation of risks. For example, alcohol intake is
associated with a hormetic curve in relation to mortality by all
causes, by cancer and by cardiovascular disease [9]. It plays a
significant role with regard to contagious diseases, infections of
skin and mucosa, and nosocomial infection.

The use of antiseptics is fundamental to reduce the risk of
infection, making study of the efficacy of these antiseptics
crucial. The most often used antiseptics include chlorhexidine,
povidone iodine and benzalkonium chloride [10-12]. They
present low toxicity, a fast-action mechanism and a broad
spectrum [13].
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Studying the dose—effect relationship in disinfectants is
very relevant in the treatment of infectious processes, in order
to use antibiotics and disinfectants at adequate concentrations,
above the minimal bactericidal concentration (MBC). Below
these concentrations, the bacteriostatic or bactericidal effect
may be insufficient; additionally, at low concentrations, the
hormetic effect may appear, resulting in a stimulation of
growth instead of inhibitory action. This effect is not well
understood for antimicrobial substances, whose efficacy is
normally measured by determining the MBC. If these sub-
stances present the hormetic effect, however, and biocidal
concentrations are not reached, the growth of microorganisms
would be stimulated, and the risk of infection increased.

The objective of this study was to investigate the possible
existence of the hormetic effect in some commonly used
antiseptics.

Materials and methods
Bacterial strains and disinfectants

For this study, two reference strains of Pseudomonas
aeruginosa CIP A22 and Staphylococcus aureus ATCC
9144 were used, recommended in the standard methods for
the assessment of disinfectants [14, 15].

The disinfectants tested were three of the most commonly
used for the disinfection of skin and wounds: 0.5 % chlorhex-
idine digluconate (Grifols), 10 % povidone iodine (MEDA
Manufacturing) and 0.25 % benzalkonium chloride (Sigma-
Aldrich).

Growth curve with disinfectant

In order to avoid interfering substances as much as possible,
the growth curves in the presence of different antiseptic con-
centrations were done in minimal medium [16-18]. The
Vogel-Bonner medium with glucose and thymine (VBGT)
was used at a double concentration (MgSO,47H,0, 20 mg;
monohydrate citric acid, 210 mg; K,HPO, anhydrous, 1.27 g;
NaNH4HPO44H,0, 355 mg; glucose, 2 g; thymine, 5 mg;
distilled water to 50 mL; pH adjusted to 7.2 and sterilised by
filtration). To this medium, we added 20 mg/mL of casein acid
hydrolysate (Sigma) for the strain Staphylococcus aureus
(VBGT-C).

The growth curves were obtained using 96-well microtitre
plates, adding to each well 125 uL of doubly concentrated
VBGT medium and 125 pL of antiseptic solution. The maxi-
mum concentrations tested were inferior to the MBC of each
disinfectant, in which a subinhibitory effect is produced. After
that point of maximum concentration used, 1/2 dilutions were
tested. Absorbance measurements were done using a microplate
reader (Multiskan EX, Thermo Scientific) at 630 nm. The wells

@ Springer

were inoculated with an 18-h preculture until an initial absor-
bance of approximately 0.05 was attained, and they were incu-
bated at 37 °C, with readings made every hour after 10 s of
shaking. Growth was followed for 9 h, a period corresponding
mostly to the exponential stage of growth. From the absorbance
values, the number of generations (g) was calculated, as was the
instantaneous growth rate (1) corresponding to the previous
hour of the culture, according to the following expressions:

g=1In(A/Aj)/In2
po=In (A/Acr)

where A, is the initial absorbance, A, is the absorbance at time
tand A, is the absorbance at the previous hour.

Statistical analysis

To study the hormetic effect, we used the concentration of
disinfectant as a transformed variable, using the neperian
logarithm of the value plus one (¢) as the most common
transformation to stabilise variances. This variable was used
for the graphic representation along with another transformed
variable, the mean p at 4, 5 and 6 h of culture (u), a time
interval that corresponds to logarithmic growth of the culture.
Along the lines of other authors [19-21], to demonstrate the
hormetic effect at the concentrations when a U-shape is ob-
served, a dose-response model was applied, using a quadratic
equation as follows:

[ = a9 +a1q + aq”

We also used a cubic regression model when the data of the
hormetic zone presented a better fit to this model:

= a0 +a1q + axq’ + a3q°

For the analysis of differences among the variables, we
applied the Student’s 7-test for two independent samples, with
significance at p<0.05. Statistical analyses of the data were
performed using the software package IBM SPSS Statistics
version 20 (IBM Corp., Armonk, New York, USA).

Results

The growth curves showed the number of generations of P,
aeruginosa and S. aureus during the 9 h of culture at the
different concentrations of each disinfectant we tested, trying
to use sub-inhibitory concentrations (Figs. 1-6).

The growth of P aeruginosa is inferior to that of the control in
all the concentrations of chlorhexidine digluconate tested (Fig. 1).
Total growth inhibition is seen to occur at a concentration of
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Fig.1 Growth curves (number of generations) of Pseudomonas aeruginosa
CIP A22 for different concentrations of chlorhexidine digluconate

9.77 ug/mL, which coincides with previously published data
[22, 23]. Differences with respect to the control are significant
for concentrations of 9.77, 4.88, 2.44 and 1.22 pg/mL, and are
not significant for concentrations of 0.61 (not shown) and
0.31 pg/mL. The concentrations of 0.15 (not shown), 0.08 and
0.04 png/mL present significant differences from the control only
after 5 h of culture. Figure 1 illustrates how the concentrations of
0.08 and 0.04 pg/mL present a greater inhibitory effect than
some higher concentrations, namely, 1.22 and 0.31 pg/mL.
Similar observations were made with povidone iodine
(Fig. 2), in that the growth curves at concentrations of 3.05,
1.53 (not shown) and 0.76 pg/mL present greater inhibition
than at a concentration of 12.21 pug/mL. This concentration
gives no significant differences with respect to the control,
whereas the difference is, indeed, significant for the concen-
tration of 3.05 pg/mL. Regarding the action of benzalkonium
chloride against P. aeruginosa (Fig. 3), total inhibition was
produced at a concentration of 19.53 pg/mL, an inhibitory
concentration reported likewise by other authors [23]. The
growth curves at concentrations of 0.31 and 0.08 pug/mL

--+-- Control
—e— 195.31 pg/mL

N

—— 97.66 ug/mL
—s—12.21 pg/mL
—»— 3.05 pg/mL

Number of generations

——0.76 pg/mL

Hours

Fig. 2 Growth curves (number of generations) of Pseudomonas aeruginosa
CIP A22 for different concentrations of povidone iodine

--+---Control

N

—a— 19.53 pg/mL
——4.88 pg/mL
—=—1.22 pg/mL
—=—0.31 pg/mL

Number of generations

——0.08 pg/mL

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Hours

Fig.3 Growth curves (number of generations) of Pseudomonas aeruginosa
CIP A22 for different concentrations of benzalkonium chloride

present greater inhibition than at 1.22 pg/mL, and g values
for concentrations of 0.08, 0.31 and 1.22 pg/mL are signifi-
cantly different from those of the control curve.

In the case of S. aureus, it is more clearly seen that the
growth curves of low concentrations of disinfectant are situ-
ated above the control curve. Figure 4 displays the curves at
concentrations of 0.31 and 0.15 pg/mL of chlorhexidine
digluconate, indicating greater growth than the control, al-
though these differences are not statistically significant. The
action of antiseptics povidone iodine and benzalkonium chlo-
ride is similar. The growth curve of 0.76 pg/mL of povidone
iodine exhibits significant differences with respect to the
control (Fig. 5), and the curves of 0.15 and 0.08 (not shown)
png/mL benzalkonium chloride (Fig. 6) are also significantly
different to the control curve.

After determining the growth curves, we studied the dose—
response relationship using the variables g and ;. The results
are shown for chlorhexidine digluconate (Fig. 7), povidone
iodine (Fig. 8) and benzalkonium chloride (Fig. 9). As indi-
cated in the methodology, the values are given for the mean
instantaneous growth rate during hours 4 to 6, overlooking the
lag phase and the stationary growth phase. Table 1 shows the

--+-- Control

—=—4.88 pg/mL
——2.44 pg/mL
—s—1.22 pg/mL
—=—0.61 pg/mL

Number of generations

——0.31 pg/mL
—+—0.15 pg/mL2

Hours

Fig.4 Growth curves (number of generations) of Staphylococcus aureus
ATCC 9144 for different concentrations of chlorhexidine digluconate
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Fig.5 Growth curves (number of generations) of Staphylococcus aureus
ATCC 9144 for different concentrations of povidone iodine

linear regression equations corresponding to the dose-re-
sponse effect.

Discussion

For the purposes of this study, we used two bacterial species of
great relevance in hospital infections—Gram-positive S. au-
reus and Gram-negative P. aeruginosa—against three widely
used antiseptics. We obtained growth curves at two-fold serial
dilutions of the maximum concentration tested for each disin-
fectant, although in Figs. 1-6, the curves corresponding to
some concentrations are not shown because they closely co-
incide graphically with others. The culture media used were
VBGT for P. aeruginosa and VBGT-C for S. aureus, because
the latter microorganism does not grow adequately in VBGT,
and it was necessary to add casamino acids. The use of a
minimal medium affords the advantage of containing fewer
interfering substances than a complex medium, thereby, re-
ducing possible alterations of the activity of the disinfectant.
In the culture conditions described, growth was measured
for 9 h. As seen in Figs. 1-6, during this time, the exponential

--+---Control

—=—4.88 pg/mL
——2.44 pg/mL
—=—1.22 ug/mL
—»*—0.61 pg/mL

Number of generations

——0.31 pg/mL
——0.15 pg/mL2

Hours

Fig. 6 Growth curves (number of generations) of Staphylococcus aureus
ATCC 9144 for different concentrations of benzalkonium chloride
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Fig. 7 Growth rate of Pseudomonas aeruginosa CIP A22 and Staphylo-
coccus aureus ATCC 9144 according to the concentration of chlorhexi-
dine digluconate

growth phase is produced, and in the last two hours, the
stationary phase begins. To derive growth curves, it is not
adequate to use absorbance values directly, as not all the tests
depart from the exact same value. Any such variability in
initial absorbance is eliminated by obtaining the g values, as
described in the methodology, which is always initially 0.
These results indicate that, among the three disinfectants
and two strains studied, some concentrations produce greater
bacterial growth than other, lower concentrations. That is, they
do not present a good dose-response relationship, which
suggests a hormetic effect. To corroborate the existence of
this effect, we derived the dose-response relationship on the
basis of concentration and growth rate. More specifically, for a
given concentration, we used the variable ¢, a frequently used
transformation representing the neperian logarithm of the
concentration plus 1. For the growth rate, we referred to the

0.3

—e— Ps. aeruginosa

-8 -S. aureus

0.2

Growth rate

0.1

0 1 2 3 4 5 6
Concentration of povidone iodine (q)
Fig. 8 Growth rate of Pseudomonas aeruginosa CIP A22 and Staphylo-

coccus aureus ATCC 9144 according to the concentration of povidone
iodine
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arising in the lag growth phase and, secondly, to include only
values corresponding to the exponential growth phase.

The hormetic effect is often not accounted for when the
dose-response relationship fits linear regression. Moreover,
our variables g and p fit a linear model (Table 1). All the
disinfectants tested showed a significant linear correlation, but
this can be considered a simplistic analysis in view of Figs. 7-9.
With P. aeruginosa, chlorhexidine digluconate at a concentra-
tion of 0.076 pg/mL (g=0.0735) shows a greater inhibitory
effect than the concentration of 0.305 pug/mL (¢=0.2663),
which signals a hormetic effect that would go undetected in
linear regression (Fig. 7); however, the values present a statis-
tically significant fit to the cubic model used (Fig. 10), indicat-
ing hormesis. In contrast, no significant hormetic effect of
chlorhexidine digluconate is detected in the case of S. aureus
(Fig. 7), because for concentrations under 1 pg/mL (¢=0.5), the

Table 1 Dose-response relationship. Linear regression equations for
variables ¢ and

Strain Antiseptic Equation R p-Value
Pseudomonas Chlorhexidine p;=0.271-0.111g 0.581 <0.000
aeruginosa CIP  digluconate
A22 Povidone u.=0.275-0.021g 0.284 <0.000
iodine
Benzalkonium py; =0.263-0.092¢ 0.555 <0.000
chloride
Staphylococcus Chlorhexidine p;=0.184-0.102¢ 0.625 <0.000
aureus ATCC digluconate
9144 Povidone pu=0.184-0.01g 0.174 <0.033
iodine
Benzalkonium p; =0.171-0.086¢ 0.626 <0.000
chloride

Concentration (q)

Fig. 10 Fit of the models of the hormetic zone of chlorhexidine
digluconate against Pseudomonas aeruginosa. Model: p; =0.284—1.307
q+4.38¢>—3.541¢°; R*=0.138; p<0.000. Growth rate: transformed var-
iable py corresponding to the mean value of growth rate at 4, 5 and 6 h of
culture. Concentration: the hormetic zone corresponding to concentra-
tions below 2 pg/mL (g<1)

values observed are not statistically significant under either the
quadratic (p=0.174) or the cubic model (p=0.218).

Povidone iodine shows an irregular behaviour, especially
against S. aureus. With P. aeruginosa, we find (Fig. 8) that the
concentration of 12.21 ug/mL (¢=2.5807) has a less
inhibiting effect than the concentration of 3.05 upg/mL
(¢=1.3992), a difference proving to be significant
(»=0.016). The data set corresponding to all the concentra-
tions tested against P. aeruginosa significantly fits the cubic
model (Fig. 11). For S. aureus (Fig. 8), the mean value of p,
for the concentration of 0.763 pg/mL (¢=0.567) is 0.194,
higher than the mean value of the control, which is 0.184.
This difference, while not significant (p=0.478), reveals that
bacterial growth is stimulated at this particular concentration,
although the regression of the variables ¢ and 1 does not fit
the quadratic (»p=0.059) or the cubic model (»p=0.128). Hence,
it cannot be considered to obey a hormetic effect.

Benzalkonium chloride also shows U-shaped zones for
both bacterial strains studied, yet it is more evident for P.
aeruginosa (Fig. 9). For this strain, the concentration of
1.22 pg/mL is less inhibiting than concentrations of 0.61
(p=0.261), 0.305 (p=0.091), 0.153 (p=0.330) and 0.076 png/
mL (p=0.373), though, again, these are not statistically sig-
nificant differences. When considering the concentrations un-
der 4.88 pg/mL for the application of the proposed models,
the results show the data to fit the cubic model (Fig. 12). With
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Fig. 11 Fit to the cubic hormetic model of the data on povidone
iodine against Pseudomonas aeruginosa. Model: p =0.286—0.174¢g +
0.0954>-0.013¢%; R*=0.200; p<0.000. Growth rate: transformed vari-
able p corresponding to the mean value of growth rate at 4, 5 and 6 h of
culture. Concentration: all tested concentrations are included in the model

S. aureus, a concentration of 0.153 yug/mL was seen to stim-
ulate growth as compared to the control, and this difference
was significant (p<0.027), serving to confirm hormesis, even
though the quadratic model and the cubic model, in them-
selves, do not adequately reflect such an effect.

Growth rate

50+

40+ o o]

00— P | E— T T T
00 ,20 40 60 80 1,00 1,20
Concentration (q)

Fig. 12 Fit to the cubic hormesis model of the data of benzalkonium
chloride against Pseudomonas aeruginosa. Model: p; =0.285—0.902¢q +
1.775¢4°—0.903¢%; R*=0.178; p<0.000. Growth rate: transformed vari-
able p corresponding to the mean value of the growth rate at 4, 5 and 6 h
of culture. Concentration: the hormetic zone corresponding to concentra-
tions below 4.882 pg/mL (¢<1.5)
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All the above comes to underline that the dose-response
study of disinfectants is not such a straightforward matter,
calling for more than the application of a linear model to
determine the effects of different concentrations. For studies
of concentrations of disinfectants related with the MBC, the
Chick—Watson model or the more sophisticated Lambert and
Johnston model, which take into account that the concentra-
tion of a disinfectant decreases during the disinfection process,
can adequately explain the dose-response effect and the time
of disinfectant action [24]. This occurs for all antiseptics and
bacterial strains included in this study, with a significant
logarithmic linear regression that explains the dose-response
relationship. However, at low concentrations, this association
is not linear and hormetic effects appear, with lower concen-
trations effectively exerting a stimulating growth effect. This
finding is of great importance for disinfection in clinical,
practical realms. To disinfect wounds, material, surfaces etc.,
concentrations above the MBC are applied. But if, in some
zones, only concentrations producing the hormetic effect are
achieved, far from producing disinfection, a stimulation of
bacterial growth is produced. When microorganisms occupy
zones of difficult access for disinfectants, for instance, in the
context of surgical wounds, the hormetic effect may have
serious consequences, as there may be zones accessible for
antiseptics at very low concentrations.

In conclusion, our results demonstrate the existence of a
hermetic effect, which merits broader study and serious con-
sideration in the practice of antisepsy. Further work should be
undertaken along these lines, extending such efforts to include
a greater variety of bacterial strains and disinfectants.
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